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A : assimilation nette de CO2 
Ap : Aire de ponctuation 
As : surface de section de bois fonctionnel de 
la tige 
ADN : Acide désoxyribonucléique   
ADNc : ADN complémentaire 
ADNg : ADN génomique  
ADNp : ADN plasmidique  
AFM : Atomic Force Microscopy 
AGA : Apiogalacturonanes 
ANOVA : Analyse de variance  
ANR : Agence Nationale de la recherche 
ARN : Acide ribonucléique 
AXS : Apiose xylose synthase 
b : diamètre de la lumière d’un vaisseau 
BIA : Unité INRA Biopolymères, Interactions, 
Assemblages 
BP : réaction de recombinaison entre site attB 
et attP 
CamR : gène de résistance au chloramphénicol 
ccdB : inhibiteur de girase A462 
Csl : Cellulose synthase like  
CT : Cycle seuil (threshold cycle) 
D : diamètre de vaisseau  
DIG : digoxygénine 
D.O : densité optique  
E : Taux d’évaporation 
FAA : formol, acide acétique, alcool (éthanol) 
Fc : Intervessel contact fraction 
FPF : Intervessel pit-field fraction 
FW : Amorce sens (forward) 
gb : Conductance de la couche limite 
GDP : guanosine diphosphate  
GFP : Green Fluorescent Protein 
GIEC : Groupe Intergouvernemental d’Expert 
sur l’évolution du Climat 
GMD : GDP mannose 4-6 dehydratase 
GUS : glucuronosidase 
gs : conductance stomatique 
H : Heure  
HG : Homogalacturonanes 
IMFT : Institut de Mécanique des Fluides de 
Toulouse 
k : conductance 
Kh : Conductivité hydraulique (mesurée) 
Kht : Conductivité théorique 
kJ : kilo Joule 
Ks : Conductivité spécifique 
Khts : Conductivité théorique spécifique  
L : Longueur de segment de tige ou de 
vaisseaux (m) 
LB : bordure gauche 
LR : réaction de recombinaison entre site attL 
et attR 
M : Margo 
MAP : microtubule associated protein 
MET : Microscopie électronique à 
transmission  
MEB : Microscopie électronique à balayage 
MPa : Méga Pascal 
MS : Matière sèche 
NCBI : National center for biotechnology 
information 
nt : nucléotides 
  
ONF : Office National des Forêts 
P : Pression 
Pe : pression d’entrée 
P50 : pression su xylème induisant 50% de 
perte de conductance 
Pa : Pascal  
PB : Lignée transgénique PitBulle 
PCR : Polymerase chain reaction 
pDEST : plasmide de destination 
pDONR : plasmide donneur 
PEG : polyéthylène glycol 
pENTR : plasmide d’entrée 
PG : Polygalacturonase 
pEXPR : plasmide d’expression 
PIAF : UMR Physique et physiologie de l’arbre 
fruitier et forestier 
PLC : Pourcentage de perte de conductance 
PME : pectine méthylestérase  
R : Résistance 
RB : bordure droite 
RG-II : rhamnogalacturonane 
RT : reverse transcription 
RV : Amorces antisens (reverse) 
S : pente de courbe de vulnérabilité à la 
cavitation au niveau de P50 
SD : écart-type  
SE : erreur standard  
SNP : Single Nucleotide Polymorphism 
SVP : Saturated vapor pressure 
t : épaisseur de la paroi des vaisseaux 
T : Torus 
T35S : Terminateur 35S 
Tm : Température d’hybridation des amorces 
TDZ : thiadiazuron 
UDP : Uridine diphosphate 
v : Volume  
VPD : vapor pressure deficit 
WUE : Water Use efficiency 
XGA : xylogalacturonanes 
XTH : xyloglucane endo transglucosylase 
η: viscosité de l’eau 
τ : tension de surface de l’eau  
Ψ : Potentiel hydrique 
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PRODUCTION ET CARACTERISATION DE PEUPLIERS TRANSGENIQUES 
MODIFIES POUR LE METABOLISME DES PECTINES 
 
UTILISATION DE MUTANTS D’ARABIDOPSIS THALIANA POUR 









PRODUCTION ET CARACTERISATION DE PEUPLIERS TRANSGENIQUES 
MODIFIES POUR LE METABOLISME DES PECTINES 
 
Nous présentons l’approche de production de peupliers transgéniques 
modifiés pour le métabolisme des pectines. Le choix des gènes candidats, ainsi 
que les méthodes de transgénèse sont développés. La caractérisation de 
lignées transgéniques surexprimant une polygalacturonase montre une 
implication des pectines dans la vulnérabilité à la cavitation  
 




Apiose xylose synthase 
GDP-mannose 4-6 déhydratase 
PRODUCTION DE PEUPLIERS TRANSGENIQUES 
Constructions des cassettes d’expression 
Transformation d’Agrobactérium tumefaciens 
Transformation de Populus tremula x alba 
CARACTERISATION DES LIGNEES TRANSGENIQUES  
Génotypage des lignées transformées 
Phénotypage des lignées transgéniques Pta4CL1 :: AnPG 








PRODUCTION ET CARACTERISATION DE PEUPLIERS TRANSGENIQUES 
MODIFIES POUR LE METABOLISME DES PECTINES 
 
Afin de prospecter l’implication des pectines dans la vulnérabilité à la cavitation, nous avons 
produit des peupliers transgéniques (clone INRA 717-1B4). Ce travail a été réalisé avec Anais 
Dusotoit, post doctorante sur le projet Pitbulles. Les constructions du travail de thèse ciblaient le 
métabolisme des pectines alors que celles du contrat post-doctorat ciblaient le métabolisme des 
hémicelluloses. Ainsi les composants spécifiques à la paroi primaire pouvaient être plus largement 
étudiés par cette approche gène candidat. La génération de peupliers transgéniques consiste en trois 
grandes étapes. Dans un premier temps les gènes candidats sont clonés dans des vecteurs 
d’expression puis insérés dans Agrobacterium tumefaciens pour permettre leur expression dans la 
plante. Cette étape a duré 8 mois. Ensuite, des explants sont incubés en présence des souches 
recombinantes pour faciliter leur transformation. Les explants transformés sont alors sélectionnés 
par résistance à un antibiotique, puis cultivés in vitro afin de régénérer des plantes entières par 
différentes étapes. Ces étapes de transformations et régénérations ont duré 3 mois. Les plantules 
obtenues ont été multipliées in vitro puis acclimatées en serre afin d’être génotypées et 
phénotypées. Les étapes de multiplication et d’acclimatation ont été réalisées sur 3 à 4 mois.  Enfin, 
le phénotypage et génotypage des plantes acclimatées et cultivées en serre a nécessité 4 mois 
supplémentaires.  
 
I INTRODUCTION : CHOIX DES GENES CANDIDATS 
Le principal risque d’une approche de transgénèse réside dans le choix des gènes candidats 
et nous développons en introduction  de ce chapitre la réflexion menée pour les sélectionner. 
 
1) Les pectines 
Le choix des pectines s’est fait en raison de résultats physiologiques suggérant leur rôle et 
leur présence dans les ponctuations, et aussi car ces molécules représentent une cible spécifique de 
la paroi primaire. Les ponctuations étant des zones de la paroi exempte de paroi secondaire, un 
changement dans l’expression des gènes du métabolisme des pectines, qui serait postérieur au dépôt 
de la paroi primaire, pourrait modifier la structure des ponctuations sans toutefois altérer les parois 
secondaires des vaisseaux. Au contraire, des changements dans l’expression de ces gènes au 
moment du dépôt de la paroi primaire pourraient avoir un effet sur les dimensions des vaisseaux qui 






vaisseaux aurait par exemple un effet sur la surface de ponctuation des vaisseaux (Christman et al., 
2009). Cela permettrait ainsi de tester l’effet de la structure des vaisseaux sur la vulnérabilité à la 
cavitation. Les choix des gènes candidats se sont portés sur des enzymes impliquées dans la 
modulation des liaisons calcium et bore des pectines. 
Les pectines sont des molécules complexes comprenant cinq domaines de molécules liés 
entre eux: les homogalacturonanes (HG), les xylogalacturonanes (XGA), les apiogalacturonanes  
 (AGA), les rhamnogalacturonanes II (RG-II), et les rhamnogalacturonanes (RG-I) Ces macromolécules 
sont structurées à partir de monosaccharides, en trois étapes: initiation de  synthèse dans l’appareil 
de golgi, dépôt et assemblage, puis modification in muro. (Caffall and Mohnen, 2009).  
Les pectines influencent la porosité et les propriétés mécaniques de la paroi notamment par 
leur niveau de méthylation et leur liaisons (Zhang and Staehelin, 1992; Carpita and Gibeaut, 1993)., 
et nous avons vu que ces propriétés seraient déterminantes pour la vulnérabilité à la cavitation. 
L’approche gènes candidats s’est donc portée sur des gènes contrôlant ces méthylations et ces 
liaisons pectiques. Le niveau de méthylation in muro des pectines est contrôlé par des pectines 
méthylestérases (PME), enzymes qui libèrent les groupements méthyles et génèrent ainsi des 
groupements carboxyliques ionisés. L’action des PME affecte ainsi la répartition des charges 
négatives et favorise un pH pariétal acide. Ces sites carboxyliques sont des sites potentiels de fixation 
du calcium, formant des structures en « boite d’œuf » qui sont des zones de jonction entre deux 
chaines d’HGA. Les structures en boites d’œufs diminuent la porosité et rigidifie alors la paroi  
(Baron-Epel et al., 1988; Pelloux et al., 2007). Les groupements carboxyliques peuvent être des cibles 
pour des enzymes de dégradation telles que des endopolygalacturonases ou encore favoriser 
l’intervention des expansines qui augmenteraient l’extensibilité de la paroi. Le calcium avait été 
montré précédemment par l’équipe comme un déterminant majeur de la vulnérabilité à la cavitation 
(Herbette and Cochard, 2010). Le calcium pourrait influencer les propriétés de déformation de la 
membrane ou encore sa porosité.  
Un autre élément, le bore, est aussi un agent de liaison des pectines.  Il est spécifique à la 
paroi et il est impliqué dans sa porosité et sa stabilité (Fleischer et al., 1998). Environ 90 % du bore de 
la plante est stocké dans la paroi (Blevins and Lukaszewski, 1998). Cette spécificité pour la paroi 
permettrait de limiter les effets d’une transgénèse sur d’autres métabolismes. Le bore des parois est 
présent sous forme de borate engagé dans des liaisons diester entre deux chaines de RG-II. Une 
modulation des gènes impliqués dans la fixation du bore dans la paroi aurait un effet spécifique sur 
les RG-II de la paroi primaire. Contrairement au calcium, l’implication du bore dans la vulnérabilité à 
la cavitation est cependant hypothétique. 
Le métabolisme des pectines étant d’une grande complexité, le choix des gènes candidats est 




Table 2 : Informations sur les transgènes et les promoteurs utilisés pour les cassettes d’expression. 
nom Accession (NCBI) Fonction Origine de la séquence Promoteur 
PttPME1 AJ2ZZ547 pectine methylesterase Populus tremula x tremuloides   Pta4CL1 
AtAXS1 AY442191 apiose xylose synthase Arabidopsis thaliana CAMV 35S 
PtGMD2  XM_002310816  
GDP-mannose 4-6 
déhydratase 
Populus trichocarpa  CAMV 35S 






Figure 42 : Courbes de vulnérabilité à la cavitation de lignées transgéniques de peuplier modifiées pour l’expression de 
PME. Les points représentent les valeurs moyennes pour 6 à 8 plantes avec l’erreur standard qui est représentée par les 
barres. Pour chaque valeur de pression, une ANOVA a été réalisée pour détecter des différences significatives (*) entre 
les lignées transgéniques et les plantes non transformées (T89, plantes témoins). Les lignées 2B et 7s surexpriment 





de gènes qui ne soient pas impliqués dans la structure de base de la paroi comme le sont les gènes 
biosynthèse de précurseur de plusieurs macromolécules ou ceux de la synthèse de la cellulose. 
L’analyse bibliographique que nous avons menée nous a conduit à choisir les gènes PME1, AXS1, 
GMD2 et PG. Nous avons réalisé deux constructions surexprimant les gènes de biosynthèse AtAXS1 
et PtGMD2 afin de prospecter le rôle du bore dans la vulnérabilité à la cavitation. Deux autres 
constructions surexprimant les gènes de modification des pectines PttPME1 et AnPG ont été 
développées pour prospecter respectivement le rôle du calcium et celui des pectines dans la 
vulnérabilité à la cavitation. (Table 2). La réflexion qui nous a menée à sélectionner chacun de ces 
gènes est developpée ci-après.  
Lors de son analyse bibliographique ciblant le métabolisme des hémicelluloses, Anais 
Dusotoit a choisi les gènes AtCslA9 AtCslC4 et PtaXTH codant respectivement pour des 
glucomannane 4-beta mannosyltransférase, xyloglucane glycosyltransférase et une xyloglucane 
endotransglucosylase. Les transgènes sont exprimés sous contrôle d’un promoteur  CaMV35S. 
 
2) Pectine méthylesterase 
PttPME1 est une enzyme de modification des homogalacturonanes (HG). Elle catalyse la 
démethylesterification des HG in muro. Le gène PME code pour une pré-proprotéine. Les séquences 
« pré » et « pro » permettent d’orienter la protéine mature vers le réticulum endoplasmique puis 
l’apoplasme. Les PME appartiennent à une famille multigénique avec 89 et 67 gènes identifiés dans 
le génome de Populus trichocarpa et Arabidopsis thaliana respectivement (Micheli, 2001). Les 
différentes isoformes présentent des patrons d’expression variable, des substrats  
et des modes d’actions différents. PttPME1 a été sélectionnée car elle avait été identifiée comme 
une isoforme spécifique du bois et sa fonction avait été caractérisée (Siedlecka et al., 2008).  
La modification de l’expression de PME altère la rigidité de la paroi (Wen et al., 1999 ; 
Hasunuma et al, 2004 ; Bosch et al 2005), et des lignées transgéniques de peupliers surexprimant ou 
sous exprimant cette enzyme montrent une altération de la croissance des cellules du bois (Siedlecka 
et al., 2008), avec une diminution des diamètres des vaisseaux. Nous avions phénotypé ces lignées 
(Awad, 2011) (Figure 42) et elles se sont révélées être sensiblement plus vulnérables à la cavitation 
(P50 variant de 0.27 MPa). Néanmoins, la surexpression des PME modulée par le promoteur 
constitutif CAMV 35S peut avoir un effet drastique sur la structure des parois de toutes les cellules, 
avec notamment des effets sur les dimensions des vaisseaux et potentiellement sur tous les 
tissus(Capodicasa et al., 2004).. Il est donc probable que seules les lignées présentant de faibles 
phénotypes puissent être régénérées, expliquant une faible modification de la vulnérabilité à la  
cavitation. D’ailleurs, le niveau de méthylation des pectines n’était que légèrement modifié chez ces 
















Figure 43 : Expression xylème-spécifique du promoteur Pto4CL1. Le gène rapporteur GUS est régulée par le promoteur 
Pto4Cl1 dans des tabacs transgéniques. La réaction biochimique de la glucuronosidase a lieu dans le xylème des tabacs 




à l’origine de faibles variations de vulnérabilité à la cavitation sur ces lignées peuvent être 
difficilement détectables. C’est pourquoi nous avons réalisé une autre construction avec un 
promoteur spécifique des lignines permettant de cibler l’expression du transgène lors des étapes 
tardives de la xylogénèse (Lu et al, 2004). Le promoteur Pto4CL1 régule l’expression du gène 4-
Coumarate : CoA ligase qui catalyse l’activation des acide coumarique, cafféique et férulique. Ce sont 
des constituants des lignines retrouvées dans le xylème et une étude de son promoteur a montré 
une expression xylème- spécifique, à l’aide du gène rapporteur GUS, chez des tabacs (Figure 43) (Lu 
et al., 2004). Au cours de la xylogénèse, les processus de lignification interviennent après l’expansion 
cellulaire. Ainsi la surexpression de PttPME1 par le promoteur Pto4CL1 permettrait de ne pas induire 
de modification de la paroi primaire des vaisseaux lors de l’expansion cellulaire. L’expression du gène 
serait induite dans le xylème mature, où seules les parois primaires des ponctuations sont 
accessibles.  
 
3) Endopolygalacturonase  
Le promoteur Pta4CL1 a aussi été utilisé pour contrôler l’expression d’AnPG, une 
endopolygalacturonase (PG) de Aspergillus niger (Capodicasa et al., 2004). Les PG catalysent la 
dégradation spécifique des homogalacturonannes (HG) et appartiennent à de larges familles 
multigéniques chez les plantes. L’utilisation de PG de mycète pathogène pour des expériences de 
transgénèse présente l’avantage d’être plus actives et plus efficaces que les PG végétales (De 
Lorenzo et al, 2001 ; Capodicasa, 2004). La surexpression d’AnPG chez le tabac induit des altérations 
de croissance associées à des modifications de la composition des parois cellulaires et une 
augmentation du nombre de cellules conductrices avec des diamètres plus faibles (Capodicasa et al., 
2004). De plus, les plantes transformées présentent une sensibilité plus grande à la déshydratation 
que les plantes témoins (Capodicasa et al., 2004). Ces plantes transformées montrent aussi une plus 
faible surface foliaire (Nardini et al., 2007). Les auteurs avaient utilisé AnPG pour tester l’implication 
des HGA dans l’effet ionique de la sève sur la conductivité. Ils n’observent aucune différence entre 
les plantes surexprimant AnPG et les témoins. Une expression contrôlée d’AnPG par le promoteur 
Pto4Cl1 pourrait modifier la teneur en HG spécifiquement au niveau des ponctuations, augmenter 
ainsi la porosité des membranes ou altérer leurs propriétés mécaniques et les rendre plus 
vulnérables au germe d’air. Nous avons utilisé la construction développée par Capodicasa et al. 
(2004) qui présente une séquence de peptide signal d’origine végétale (Phaseolus vulgaris) en amont 







4) Apiose xylose synthase 
AtAXS1 est un gène codant pour une enzyme apiose xylose synthase (AXS) chez Arabidopsis 
thaliana (O’Neill et al., 2001). L’apiose (UDP-D-apiose) est un résidu spécifiquement trouvé dans les 
rhamnogalacturonannes et représente le site unique de fixation du bore dans la paroi. Cette 
spécificité de fixation sur un seul sucre pour l’approche de transgénèse, permettrait de limiter les 
effets potentiels sur d’autres constituants de la paroi et d’agir spécifiquement sur les liaisons borates 
in muro. Les diesters formés entre le borate et les apioses établissent des liaisons entre les chaines 
de RG II. Cette propriété leur confère  un rôle important dans la porosité et la rigidité de la paroi et 
pourrait alors conditionner ces propriétés pour la ponctuation. AXS est cruciale pour la plante en 
dépit du peu de gènes codant cette fonction et alors que les gènes du métabolisme pariétal 
appartiennent généralement à de larges familles mutigéniques. Les génomes d’Arabidopsis thaliana 
et de Populus trichocarpa ne présentent que deux copies du gène AXS : AXS1 et AXS2. A ce jour, 
aucun double mutant axs1/axs2 n’a pu être régénéré chez Arabidopsis thaliana (Mølhøj et al., 2003), 
et leur expression est constitutive. Le silencing de ces gènes chez le tabac conduit à des structures de 
paroi anormales et une croissance altérée (Ahn et al., 2006). Le gène AXS1 est un gène de 
biosynthèse de la paroi primaire qui est en place avant l’apposition de lignines dans les cellules 
conductrices. Une surexpression par le promoteur Pto4Cl1 ne semble pas adapté car les enzymes et 
sites de fixation de l’apiose ne seraient probablement pas accessibles à ce stade de maturation de la 
cellule. Le promoteur constitutif CaMV35S est donc sélectionné pour réguler l’expression du gène 
AXS. Le fait que la fonction du gène AtAXS1 ait été caractérisée nous a ensuite orienté à sélectionner 
ce gène. De plus l’éloignement phylogénétique entre Arabidopsis thaliana et Populus tremula x alba 
présente un avantage pour limiter les phénomènes de silencing du transgène souvent associés à une 
forte homologie de séquence avec le  gène endogène. 
 
5) GDP-mannose 4-6 déhydratase 
PtGMD2 code pour une GDP-mannose 4-6 déhydratase, enzyme impliquée dans la biosynth-
èse du L-fucose. Le L-fucose entre dans la composition des RG-II (O’Neill et al., 2001). Chez 
Arabidopsis thaliana, il a été montré que le mutant perte de fonction de cette enzyme de 
biosynthèse réduit le nombre et la stabilité des liaisons borates entre les RG-II conduisant à un 
phénotype de plante naine qui peut être inversé par ajout exogène de bore ou de L-fucose (O’Neill et 
al., 2001). Le résidu L-fucose est remplacé par du L-galactose dans les chaines de RG-II. Ce 
remplacement conduit à une réorganisation des chaines de pectines conduisant à la diminution des 
liaisons borates in muro bien que la composition de la paroi ne présente pas de modification hormis 
la déficience en L-fucose (Reuhs et al., 2004). GMD étant un gène de biosynthèse de la paroi 




Figure 44 : Schéma du système Gateway pour la recombinaison de deux séquences dans un vecteur d’expression 
(pEXPR). Le clonage est basé sur deux réactions de recombinaison successives. La réaction de recombinaison BP clone la 
séquence d’intérêt porteuse des sites attB dans un vecteur d’entrée (pENTR) porteur des sites attP. Le clone d’entrée 
résultant de la réaction BP constitue le point de départ de la seconde recombinaison, la réaction LR. La réaction de 




Table 3 : propriétés et séquences des amorces utilisées pour cloner les gènes candidats. 
Séquence  Taille amplifiat (nt) Tm (°C) Séquence amorce Matrice 
PttPME1 1849 62 
FW-> CTTTTCTTCTCCAAAATGGC ADNc 
(feuille) RV-> TGAAAACACGAGCTCACTG 
AtAXS1 1170 62 
FW-> ATGGCGAATGGAGCTAATAGAG ADNc 
(plantule) RV-> TTAGGAAGCCACTGGTTTGGATG 




AnPG2 1136 62 
FW -> ATGACTCAATTCAATATCCCAG 
ADNc 
RV-> TAACAAGAGGCCACCGAA 
Pta4CL1 1136 57 
FW-> GACGGTGGCATGAACACAAAGC 
ADNg 







explicitées pour le gène AtAXS1. Le gène PtGMD2 présente de fortes homologies de séquence avec le 
gène AtGMD2. Il est sélectionné car la faible distance phylogénétique entre Populus trichocarpa et 
Populus tremula x alba pourrait augmenter la probabilité de silencing des gènes GMD endogène et 
générer des phénotypes similaires aux mutants « perte de fonction » d’Arabidopsis thaliana. Ainsi, 
les différents évènements de transformation pourraient conduire à des lignées surexprimant le gène 
GMD ou présentant du silencing du gène endogène. 
 
II PRODUCTION DE PEUPLIERS TRANSGENIQUES 
 
1) Constructions des cassettes d’expression 
Les séquences codantes des gènes candidats sont clonées dans des vecteurs du système 
Gateway (Invitrogen) (Figure 44). La technologie Gateway est basée sur les propriétés du 
bactériophage l lors d’infections de bactéries. Pour se reproduire, le phage doit s’introduire dans une 
bactérie où il recrutera la machinerie de l’hôte pour synthétiser les molécules nécessaires à sa 
duplication. L’insertion de l’ADN du phage l dans le chromosome bactérien a lieu par recombinaison 
en des sites spécifiques. L’ADN du phage l recombine dans le chromosome en utilisant le site 
spécifique du phage appelé attP (« attachement Phage »), et le site spécifique du chromosome 
bactérien appelé attB (« attachement Bactérie »). Quand l’ADN du phage l est inséré dans le 
chromosome, il est lié par des sites attL et attR qui sont des hybrides des sites attB/attP. Cette 
insertion est dite recombinaison site-spécifique et fait intervenir des enzymes spécifiques (Roure, 
2007). La technologie Gateway a adapté les propriétés de recombinaison site-spécifique du phage I 
pour le clonage moléculaire par recombinaison in vitro. Cette technique est plus pratique et rapide 
que les techniques de clonage par restriction classiquement utilisées. Elle permet notamment de 
s'affranchir des étapes de restriction-ligation obligatoires lors d'un clonage classique. L'insertion 
d'une séquence d'ADN est spécifique et directionnelle, le moyen de sélection est rapide, et il est 
facile d'obtenir différents plasmides d'expression à partir d'un seul plasmide d'entrée. 
Le gène PttPME1 a une longueur de 2149 nucléotides (nt) et sa séquence codante a une 
longueur de 1740 nt. La séquence codante de PttPME1 est amplifiée à partir d’ADNc de feuille de 
Populus tremula x tremuloïdes. La séquence AtAXS1 est amplifiée à partir d’ADNc de plantule  
d’Arabidopsis thaliana. La séquence PtGMD2 est amplifiée à partir d’ADNg de feuille de Populus 
tricocarpa Nisqualy car le gène n’a pas d’intron. 
La séquence d’AnPGII est amplifiée à partir de la construction réalisée par Capodicasa et al. 
(2004). Le promoteur Pta4CL1, homologue de Pto4CL1 est amplifié à partir d’ADNg de feuille de 
Populus tremula x alba. Afin de vérifier l’expression xylème spécifique du promoteur Pta4CL1, une 
construction avec les gènes rapporteurs GUS et GFP est réalisée. Les séquences codantes sont  
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Table 4 : séquence des sites de recombinaison attB1 disposés en terminaison 5’ des amorces utilisées pour cloner les 
gènes candidats. 
Code séquence du site de recombinaison 
attB1  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 
attB2  GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTA 
attB5r  GGGGACAACTTTTGTATACAAAGTTGT 
attB5  GGGGACAACTTTGTATACAAAAGTTG 
 
 
Figure 45 : carte des vecteurs pDONR 221 P1-P2 (vecteur donneur), pK7WG, pK7WG2 et pKGWFS7 (vecteurs de 
destination) utilisés pour le clonage des gènes d’intérêt et la transgénèse de peuplier. Puc origin : origine de réplication 
procaryotique ; Kan : gène de résistance à la kanamycine, Sm/SpR : gène de résistance à la spectinomycine, CamR : gène 
de résistance au chloramphénicol, attP : sites de recombinaison BP, attR : sites de recombinaison LR, ccdB : inhibiteur de 
la gyrase A462, p35S : promoteur CAMV 35S, T35S : terminateur CAMV 35S, LB : bordure gauche, RB : bordure droite, 
GUS : gène rapporteur β-glucuronidase, Egfp : gène rapporteur green fluorescent protein. D’après Karimi et al. (2002). 
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amplifiées par des amorces complémentaires des régions 3’ et 5’ (Table 3). Les séquences spécifiques 
des amorces des gènes d’intérêts sont flanquées en 5‘de sites de recombinaisons (Table 4) :  
-le site attB1 est ajouté en terminaison 5’ des amorces sens des séquences Pta4CL1, PtGMD2 et 
AtAXS1, 
- le site attB2 est ajouté en terminaison 5’ des amorces antisens des séquences PtGMD2, AtAXS1, 
PttPME1 et AnPGII,  
-le site attB5r est ajouté en terminaison 5’ de l’amorce antisens de la séquence Pta4CL1,  
-le site attB5 est ajouté en terminaison 5’ des amorces sens des séquences PttPME1 et AnPGII.  
Ces différents sites de recombinaison permettent de combiner les séquences de gènes 
d’intérêts à différents promoteurs. Les produits PCR sont purifiés avant de réaliser les réactions de 
recombinaison. Cette purification est réalisée au polyéthylène glycol (PEG) selon les instructions du 
fournisseur du système Gateway. 
Le clonage est basé sur deux réactions de recombinaison successives (Figure 44). La première 
est la réaction BP et permet d’obtenir un «clone d’entrée » (pENTR) contenant la séquence d’intérêt. 
Ce dernier constitue le point de départ de la seconde recombinaison, la réaction LR, qui permet de 
transférer la séquence d’intérêt dans la construction finale, le vecteur d’expression (pEXPR) (Figure 
44). La réaction BP recombine la séquence d’intérêt amplifiée par PCR présentant des sites attB, avec 
un plasmide donneur (pDONR) portant les sites attP (Figure 45). Au cours de la recombinaison il y a 
un échange des fragments d’ADN situés entre les sites de recombinaison. Ainsi, le clone d’entrée 
(pENTR) résultant de la recombinaison porte des sites attL (hybrides de attB et attP) en 5’ et en 3’ de 
la séquence d’intérêt (Figure 44). Les séquences PtGMD2, Pta4CL1 et AtAXS1 porteuses des sites 
attB1 et attB2 sont recombinées avec un plasmide pDONR 221 P1-P2 porteur des sites attP1 et attP2 
(Figure 45). Le promoteur Pta4CL1 porteur des sites attB1 et attB5r est recombiné avec un vecteur 
pDONR 221 P1-P5r et les séquences PttPME1 et AnPGII porteuses des sites attB5 et attB2 sont 
recombinées avec un vecteur pDONR 221 P5-P2. Les vecteurs pENTR  obtenus sont résumés en figure 
46.  
Des bactéries E. coli (One Shot ® Mach1™ T1R) vont ensuite être transformées par choc 
thermique avec le produit de recombinaison puis être cultivées sur milieu sélectif selon les 
recommandations du fournisseur. Le plasmide pDONR porte trois gènes de sélection :  
-le gène de résistance à l’antibiotique kanamycine codant une néomycine phosphotransférase 
permet de sélectionner les bactéries ayant intégré le plasmide. 
-le gène CmR («Chloramphénicol Résistance») est un gène de résistance au chloramphénicol, il 
permet de sélectionner les bactéries ayant le plasmide non recombiné. Cela permet de produire le 
vecteur par culture bactérienne.  




Figure 46 : Schéma des plasmides pENTR après recombinaison BP. Les séquences PtGMD2, AtAXS1, PttPME1, ANPG et le 
promoteur Pta4CL1 sont clonées par recombinaison des sites attB avec les sites attP des vecteurs pDONR. Les sites 
resultants de la recombinaison BP sont des sites attL. Kan : gène de résistance à l’antibiotique kanamycine, Puc : origine 







Figure 47 : Schéma des cassettes d’expression des séquences PtGMD2, AtAXS1, PttPME1, ANPG et GUS après 
recombinaison LR. les plasmides pK7WG2, pK7WG et PKGWFS7,0 porteurs des transgènes recombinés représentent les 
vecteurs de destination. Les constructions portées par les pDEST sont intégrées dans le génome végétal. Les cassettes 
intégrées sont délimitées par les bordures gauches et droites (LB, RB). Elles présentent les transgènes, un promoteur 
(P35S ou Pta4CL1), un terminateur (T35S), un gène de résistance à l’antibiotique kanamycine (Kan) et les sites de 




protéine indispensable à la lecture et la réplication de l’ADN. Ainsi en présence de la protéine ccdB, la 
souche bactérienne choisie ne peut pas répliquer son ADN. Lors de la recombinaison, le gène ccdB 
est remplacé par le gène d’intérêt. Les bactéries se développant sur milieu enrichi en kanamycine ont 
donc intégré un plasmide ayant subi une recombinaison. Une fois les bactéries criblées sur boite de 
pétri par milieu sélectif, l’intégration du gène d’intérêt est vérifiée sur colonie bactérienne par PCR, 
l’ADN plasmidique (ADNp) est extrait et purifié selon les protocoles décrits en annexe 1 et 9, et le 
gène d’intérêt est séquencé. Si l’insertion du gène d’intérêt est validée, une réaction LR est réalisée 
avec le pENTR. 
La réaction LR recombine le vecteur d’entrée portant la séquence d’intérêt flanquée des sites 
attL (Figure 46) et un vecteur de destination (pDEST) portant une cassette Gateway flanquée des 
sites attR (Figure 45). Au cours de la recombinaison, la séquence d’intérêt est transférée du vecteur 
d’entrée sur le vecteur de destination, générant un vecteur d’expression (pEXPR) porteur de la 
construction. Le vecteur d’expression porte en 5’ et en 3’ de la séquence d’intérêt les sites attB 
(hybrides des sites attL et attR) (Figure 47). Les sites attB peuvent, à leur tour, être utilisés pour 
d’autres recombinaisons avec les sites attP :  
-le vecteur pENTR 221 L1-L2 porteur des séquences PtGMD2 ou AtAXS1 est mis en présence du 
vecteur de destination pK7WG2 porteur des sites attR1 et attR2 afin d’insérer les séquences en 
position 3’ du promoteur CAMV 35S (Karimi et al., 2002),  
-les vecteurs pENTR 221 L1-L5r porteur du promoteur Pta4CL1 et pENTR 221 L5-L2 porteur des 
séquences PttPME1 ou AnPGII sont mis en présence du vecteur pK7WG (Karimi et al., 2002).  
Les sites attL5r et attL5 sont recombinés entre eux, associant ainsi le promoteur Pta4CL1 en 
position 5’ de la séquence PttPME1 ou AnPGII alors que les sites attL1 et attL2 du pDONR 
recombinent avec les sites attR1 et attR2 du vecteur de destination. Le site attL5r et le site attL5 sont 
recombinés entre eux, associant ainsi le promoteur Pta4CL1 en position 5’ de la séquence PttPME1 
ou AnPGII alors que les sites attL1 et attL2 des pDONR recombinent avec les sites attR1 et attR2 du 
vecteur de destination. Afin de valider la fonction du promoteur, le vecteur pENTR 221 L1-L2  
porteur de Pta4CL1 est recombiné avec le vecteur de destination pkGWFS7 porteur des sites attR1 et 
attR2 en amont des gènes rapporteurs GUS et GFP (Karimi et al., 2002).  
Les vecteurs pK7WG, pK7WG2 et pKGWFS7 présentent un gène de résistance à la 
spectinomycine. Ce gène permet de sélectionner les bactéries transformées sur milieu sélectif. Les 
vecteurs d’expression présentent une cassette d’expression bordée de deux régions : les bordures 
gauche et droite (LB et RB). Ces bordures délimitent la région qui est intégrée dans le génome de la 
plante (Tzfira et al., 2004). La cassette d’expression bordée par LB et RB présente un gène de 
résistance à la kanamycine, les séquences recombinées du promoteur et des gènes candidats, et un  






sélectionner les cellules des explants de peuplier transformées.   
 
2) Transformation d’Agrobactérium tumefaciens 
La souche C58pMP90 d’Agrobacterium tumefaciens est transformée avec les vecteurs d’expression 
par électroporation (Leplé et al., 1992). Pour cela, elles sont préalablement cultivées dans 300 mL de 
LB liquide et cultivées sous agitation à 28 °C jusqu’à une D.O à 600 nm de 0.5. Les agrobactéries sont 
refroidies dans la glace et récupérées lors d’une centrifugation à 1000 g à 4 °C pendant 10 min. Elles 
sont lavées trois fois dans 10 mL d’une solution de HEPES 1 mM (pH7), une fois dans 10 mL d’une 
solution de glycérol  à 10 % (p/v) et reprise dans 3 mL de glycérol à 10 % (p/v). Les agrobacteries sont 
conservées en aliquots de 0.2 mL à -80°C. Lors de l’électroporation, 200 ng de vecteur d’expression 
sont ajoutés à l’aliquot préalablement décongelé dans la glace. La suspension est placée dans une 
cuvette à électroporation avec des électrodes distantes de 0.2 cm. Une décharge électrique de à 
2800 V est appliquée avec l’électroporateur EC100 (EC Apparetus Corporation). Les agrobactéries 
sont ensuite cultivées dans 0.8 mL de milieu LB liquide à 28 °C pendant 1 H. Des aliquots à différentes 
concentrations sont étalés sur un milieu LB contenant 20 mg.L
-1
 de rifampicycine, 50 mg.L
-1
 de 
gentamycine et 50 mg.L
-1
 de spectinomycine. Après une incubation de 48H, la transformation de la 
bactérie est vérifiée par PCR sur colonie. 
 
3) Transformation de Populus tremula x alba 
La transformation de Populus tremula x alba (clone INRA 717 -1B4) est réalisée par une 
succession de quatre étapes : pré-culture, co-culture, décontamination, puis sélection. Le protocole 
de transformation génétique du peuplier utilisé est celui de Leplé et al., (1992). Le travail est réalisé 
sous une hotte à flux laminaire horizontal sous conditions stériles. L’étape de pré-culture consiste en 
la préparation de Agrobacterium tumefaciens, et de Populus tremula x alba pour favoriser l’infection. 
Cent μl de milieu de culture LB de la souche Agrobacterium tumefaciens transformante sont étalés 
sur milieu LB contenant 20 mg.L
-1 
de rifampicycine, 50 mg.L
-1
 de gentamycine et 50 mg.L
-1
 de 
spectinomycine. Deux boites par construction sont cultivées pendant 48 H à 27 °C. En parallèle, des 
entre-nœuds de 0.8 à 1 cm de vitro-plants de peupliers âgés de 60 à 90 jours sont prélevés a raison 
de 40 entre-nœuds par construction. Les entre-nœuds prélevés sont fendus sur la moitié de leur 
longueur et déposés sur un milieu MS (Murashige and Skoog, 1962) (Annexe 6) modifié et additionné 
d’une cytokinine et d’une auxine synthétiques (ANA 10 μM + 2ip 5 μM) pour 48 H à l’obscurité et à 
24 °C.  
Les agrobactéries sont prélevées et mises en suspension dans du milieu MS30 liquide (milieu 
MS avec une concentration de saccharose de 30 g.L
-1
). La suspension est diluée jusqu’à atteindre une 













Table 5 : Récapitulatif du criblage des produits de transformation 
Constructions  
Nombre de lignées 
régénérées 
Nombre de lignées 
transformées  
Nombre de lignées présentant 
une surexpression  
Pta4CL1 :: PttPME1 2 1 Non testé 
CAMV35S :: AtAXS1 0 0 0 
Pta4CL1 :: GUS 4 3 Non testé 
CAMV35S :: PtGMD2 0 - 0 
Pta4CL1 :: AnPG 12 6 6 
CAMV35S :: AtCslA9 11 11 11 
CAMV35S :: AtCslC4 5 5 5 








80 mL de MS30 liquide puis le mélange est agité à 125 tour.min
-1
 pendant 18 H à 24 °C à l’obscurité. 
Ensuite, les explants sont récupérés et placés en milieu de pré-culture MS modifié à raison de 20 
explants par boite pour 48 H à l’obscurité à 24 °C. Cette étape permet la transformation des cellules 
des explants par les agrobactéries. 
L’étape de décontamination permet d’éliminer les agrobactéries après infection et d’induire 
la multiplication cellulaire des explants de peupliers. Les explants sont lavés dans un erlenmeyer 
stérile avec 100 mL d’eau distillée, 5 fois pendant 5 minutes. Cette étape élimine l’essentiel des 
bactéries. Puis les explants sont placés sur milieu MS modifié et additionné de céfotaxime (250 g. L
-1
) 
et ticarcilline (80 mg. L
-1
) pour 15 jours à l’obscurité à 24 °C. Cette étape permet d’éliminer les 
agrobactéries restantes et favorise la callogénèse des explants. 
Les explants sont déposés sur le même milieu qui est utilisé pour leur décontamination, additionné 
de kanamycine (50 mg.L
-1
) pour sélectionner les explants transformés, et ils sont cultivés pour 15 
jours à 24 °C à la lumière. Cette étape favorise aussi la callogénèse. Le passage à la lumière induit les 
premiers jours une légère anthocyanose. Le milieu est renouvelé tous les 15 jours jusqu’à 
l’apparition de cals verts sur les explants. Les premiers cals verts apparaissent à partir de 20 jours. Il 
est important de faire une boite témoin sans kanamycine contenant des explants non transformés. 
Quand les cals verts atteignent un diamètre de 2 mm, ils sont excisés de leur explant et transférés 
sur un milieu MS enrichi en saccharose (30 g.L
-1
) additionné de céfotaxime (250 g. L
-1
), ticarcilline (80  
mg. L
-1
),  et kanamycine (50 mg.L
-1
) ainsi que de TDZ (thiadiazuron, 0.1 μM) pour maintenir une 
pression de sélection et favoriser la formation de bourgeons à partir de 15 jours. Le milieu de culture 
est renouvelé tous les 15 jours et les cals sont numérotés pour les suivre. Plusieurs bourgeons 
peuvent être régénérés à partir d’un cal X ; ils sont donc affectés d’un numéro Y incluant celui du cal 
d’origine (X.Y) pour assurer leur suivi. Quand les bourgeons s’allongent en pousse, ils sont repiqués 
puis multipliés en tube sur un milieu MS1/2 (annexe 6) (Murashige and Skoog, 1962). Le milieu 
favorise l’enracinement et l’élongation des vitro-plants. La régénération d’un vitro plant a une durée 
variable de 1 à 2 mois. Suite à des problèmes de contamination fongique, aucune lignée avec la 
construction CAMV 35S :: AtAXS1 n’a été obtenue. Les lignées CAMV35S :: PtGMD2 forment des cals 
verts qui ne se dédifférencient pas et ne présenteront ainsi aucune régénération. Ce travail a permis 
d’obtenir (Table 5) : 
-2 lignées Pto4CL1 :: PttPME1  
-4 lignées Pto4CL1 :: GUS  
-12 lignées Pto4CL1 :: AnPG  
-11 lignées CAMV35S :: AtCslA9  
-5 lignées CAMV35S :: AtCslC4  













Table 6 : propriétés et séquences des amorces utilisées pour l’analyse d’expression des transgènes. UBC : Ubiquitine, 
EF1α : facteur d’élongation de traduction α, UP : protéine de fonction inconnue. 
Constructions Taille amplifiat (nt) Tm (°C) Séquence amorce 
Pta4CL1 :: AnPG 151 62 
FW<-ATGACTCAATTCAATATCCCAG 
RV<-AGTAGAGCATTTCGCCTTGC 
CAMV35S :: AtCslA9 234 60 
FW<-TGGAGTGTAGCAGGTGGGCGA 
RV<-CCAGCGAGCTTGAACAAGAGCA 
CAMV35S :: AtCslC4 162 60 
FW<-CCGAAGCCGAGCTTCCGTTGT 
RV<- ACAGCCCGGAGATCATGGCG 
CAMV35S :: PtaXTH 161 60 
FW<-TGGGATGCATCGTCGTGGGC 
RV<-CCACCGGAGCCGGATGGAGA 
Gènes de référence 
PtaUBC 146 60 
FW-> GGGTCCAGCTTCTTGCAGTC 
RV-> CCCGGCTCTAACCATATCCA 
PtaEF1α 381 60 
FW<-ACAACTAGGTACTACTGCACTGTC 
RV<-TTGGTGGACCTCTCGATCATG   








Après 3 mois, les vitroplants sont multipliés par bouturage. Puis des nouveaux vitro-plants 
d’environ 4 cm sont ensuite graduellement acclimatés en serre en vue de leur génotypage et leur 
phénotypage.  
 
III CARACTERISATION DES LIGNEES TRANSGENIQUES  
 
1) Génotypage des lignées transformées 
 
a)  Matériel et Méthodes 
L’ADN des vitro plants est extrait selon le protocole décrit en annexe 7. Des PCR avec les 
amorces spécifiques utilisées pour cloner des séquences insérées (Table 3) sont réalisées afin de 
vérifier l’insertion des transgènes . 
Des peupliers acclimatés en serre sont exploités pour le génotypage. Une plante par lignée 
est acclimatée afin d’analyser le niveau d’expression de leur transgène. Les ARN sont extraits à partir 
de feuilles de plantes âgées de 1 mois pour les lignées issues des constructions  
35S :: AtCslA9, 35S :: AtCslC4 et 35S :: PtaXTH. Les ARN sont extraits à partir de segments de tiges 
d’arbre âgés de deux mois pour les lignées issues des constructions Pto4CL1 :: AnPGII , Pta4CL1 :: 
GUS et Pta4CL1 :: PttPME1. Ce délai d’un mois supplémentaire permet d’obtenir des segments de 
tige présentant un bois développé pour analyser l’expression des transgènes modulés par le 
promoteur Pta4CL1. Les extractions d’ARN et la production d’ADNc sont réalisées selon les protocoles  
décrits en annexes 2 et 3. Des PCR sont ensuite réalisées afin de vérifier l’expression des transgènes. 
Le niveau d’expression des transgènes est évalué qualitativement par PCR puis quantitativement par 
PCR quantitative (qPCR) selon les protocoles décrits en annexes 4 et 5 avec des amorces spécifiques 
de la région interne des transgènes (Table 6). Les niveaux d’expression des transgènes sont comparés  




avec ΔCT la différence entre cycles seuils du gène de référence endogène et du transgène. Les 
niveaux d’expression sont comparés à une plante non transformée. Les gènes de référence 










Figure 48 : Analyse par RT-PCR de l’expression des transgènes AnPGII, AtCslA9, AtCslC4 et PtaXTH dans les lignées 
transformées de Populus tremula x alba. Les ARN sont extraits à partir de tiges pour les lignées 4CL1 :: AnPG et à partir 
de feuilles pour les lignées 35S :: AtCslA9, 35S :: AtCslC4 et 35S :: PtaXTH. L’expression des transgènes est vérifiée 
qualitativement par PCR et le niveau d’expression des transgènes est évalué par qPCR à l’aide d’amorces spécifiques des 
inserts (Table 6). Les niveaux d’expression dans les lignées transformées et ceux de la lignée 717-1B4 non transformée. 







Les expériences de génotypages permettent de valider la transformation des plantes 
régénérées  et d’évaluer le niveau d’expression des transgènes insérés (Figure 48). 
Toutes les lignées régénérées les lignées 24.1 et X.12 de la construction 35S :: PtaXTH. Pour 
AtCslA9, les lignées 3.2 et 14.1 présentent les plus forts niveaux d’expression alors que les lignées 
17.1 et X.3 présentent les plus faibles niveaux d’expression. Pour le transgène AtCslC4, les lignées 16 
et 40.1 présentent les plus forts niveaux d’expression et les lignées X.6 et X.10 les plus faibles. Pour le 
transgène PtaXTH Les lignées 5.1 et X.2 présentent les plus forts niveaux d’expression et les lignées 
X.3 et X.13 les plus faibles. Une amplification non spécifique pour le transgène AnPGII est observée 
dans la plante non transformée. Toutefois, les résultats de qPCR montrent que la quantité relative 
d’ADNc amplifiée est nettement supérieure chez les plantes transformées. Ces résultats préliminaires 
suggèrent donc que le promoteur Pto4CL1 induit bien une surexpression du transgène dans les 
plantes transformées plus ou moins importante selon les lignées. Les lignées présentant les niveaux 
d’expression les plus importants sont les lignées 3.1 et 10.1 et les lignées 3.5 et 11.1 présentent les 
niveaux d’expression les plus faibles (Figure 48). 
 
2) Phénotypage des lignées transgéniques Pta4CL1 :: AnPG 
En raison de limites de temps et d’espaces de culture, une seule construction a été 
phénotypée. Nous avons choisi les lignées Pta4CL1 :: AnPGII car une mutation de ce gène chez 
Arabidopsis thaliana présentait une diminution de la vulnérabilité à la cavitation et une 
augmentation de conductivité. De plus, le gène AnPG permettait de prospecter plus largement le rôle 
des pectines dans la vulnérabilité à la cavitation que des gènes spécifiques de certaines liaisons 
pectiques. 
 
a) Matériels et méthodes 
Les lignées Pta4CL1 :: AnPGII sont acclimatées avec des plantes non transformées en serre, 
avec un régime de photopériode de 18 H jour/ 6 H nuit, une température de 20 °C, une intensité 




 et une humidité relative de 50-60 %. A l’issue d’une période 
d’acclimatation en serre de 1 mois, durant laquelle l’humidité relative de l’air est graduellement 
diminuée, les plantes sont installées dans des pots de 10 L avec une teneur en eau maximale. Leurs 
croissances en hauteur et en diamètre sont évaluées par des mesures toutes les semaines pendant 
deux mois. Après 2 mois, les plantes atteignent une taille moyenne de 158 cm (± 14 cm SD) et un 
diamètre de tige au collet de 13.3 mm (± 2.0 mm SD). Les potentiels foliaires de base et minimum 




Figure 49 : Croissances de la tige et potentiels hydriques foliaires des lignées 4CL1 :: AnPGII. Les lignées transgéniques ont 
été comparées aux plantes non-transformées (717-1b4) et n’ont pas présenté de différences significatives pour les 
croissances primaire, secondaire, et les potentiels hydriques de base et minimum (ANOVA, P<0.05). Les résultats portent 
sur 3 à 4 plantes par lignée. Les boites à moustaches représentent la distribution des données avec la médiane 




entre 2 H et 2 H 30 puis le potentiel minimum est mesuré entre 12 H et 12 H 30 (temps solaires). Les 
plantes sont ensuite prélevées pour des mesures hydrauliques. Leur taux d’embolie native, leur 
conductivité et leur vulnérabilité à la cavitation sont mesurés.  
 
Mesures de taux d’embolie native  
Pour mesurer les taux d’embolie native, des échantillons de 50 cm sont prélevés à la base de 
la plante. Ils sont emballés dans des sacs plastiques noirs avec du papier humide et stockés à 4 °C. Les 
mesures sont réalisées dans les 48 H maximum suivant la récolte des échantillons. Des segments de 
tiges de 30 cm sont coupés sous l’eau avec une lame de rasoir, puis leurs extrémités apicales sont 
connectées à  l’appareil Xyl’em (Bronkhorst, Montigny-les-Cormeilles, France). Le Xyl’em permet de 
mesurer la conductance d’un échantillon à l’aide d’un débitmètre. Une solution  de KCl (10 mM) et 
CaCl2 (1 mM) préalablement dégazée est utilisée pour perfuser les échantillons selon une direction 
basipétale. La conductance initiale (Ki) d’un segment de tige est mesurée à une pression de 60 mbar 
et à une température de 20 °C. Le segment est ensuite perfusé pendant 5 min à une pression de 1.5 
bar afin d’éliminer l’embolie native puis une conductance maximale (Kmax) est alors mesurée à une  




KPLC i  
Mesures de conductivités 
Les segments de tiges utilisés pour mesurer les taux d’embolie native sont ensuite raccourcis 
successivement et la conductivité (pour définition, cf section 1 du chapitre IV de l’introduction) est 
mesurée pour chaque longueur jusqu’à une taille minimale de 3 cm. La conductivité mesurée (Kh) des 
segments de différentes longueurs d’un échantillon est normalisée par rapport à la conductivité de 
l’échantillon de 30 cm. Les échantillons de 3 cm restant sont ensuite fixés avec le FAA pendant 16 H à 
4 °C puis déshydratés progressivement par des bains d’éthanol successifs de 30 min, avec des 
concentrations 50 % puis 70 % (v/v) à 4 °C. Les échantillons sont alors conservés à 4 °C pour des 
analyses anatomiques. Des coupes radiales de 10-20 μm sont faites  avec un microtome puis colorées 
à la safranine selon le protocole décrit en Annexe 8. Elles sont observées sous microscope, l’aire des 
vaisseaux est mesurée et leurs diamètres (D) correspondant en sont déduit : 
AireD 2  






Figure 50 : Conductivités des tiges lignées 4CL1 :: AnPGII. La conductivité est mesurée sur des segments de tiges de 30 cm 
puis sur des segments raccourcis successivement jusqu’à une taille minimale de 3 cm. La conductivité mesurée pour les 
segments de différentes longueurs d’un échantillon est normalisée par rapport à celui de 30 cm. Les conductivités des 
lignées 4CL1 :: AnPGII ne sont pas significativement différentes de celle des plantes non transformées (rouge) (ANOVA, 
P<0.05). Les données représentent les moyennes de 3 à 4 plantes par lignée et les barres l’erreur standard. 3.1 : rond 
noir, 5.1 : rond gris, 10.1 : rond blanc ,11.1 : carré noir, 12.1 : carré gris, 24.2 : carré blanc. 
 
 
Figure 51 : Diamètre des vaisseaux chez les lignées AnPGII. Des coupes radiales de tiges de peupliers sont réalisées sur les 
échantillons utilisés pour les mesures de conductivité. L’aire des vaisseaux est évaluée et leurs diamètres correspondant 
en sont déduits. Les diamètres pour les lignées 4CL1 :: AnPGII ne sont pas significativement différents de ceux des plantes 
non transformées (717-1B4, rouge), (ANOVA, P<0.05). Les données représentent les moyennes d’un minimum de 200 




4DK ht  
avec η la viscosité de l’eau à 20°C. La conductivité théorique spécifique (Khts) est ensuite 
calculée en divisant Kht par l’aire de xylème. 
 
Mesures de la vulnérabilité à la cavitation 
Des segments de tiges sont prélevés à une hauteur de 50 cm des plants pour réaliser des 
mesures de vulnérabilité à la cavitation. Les segments mesurent 50 à 60 cm de long et environ 10 
mm de diamètre. Des échantillons de 30 cm de long sont ensuite coupés avant la mesure à l’aide 
d’une lame de rasoir et la vulnérabilité à la cavitation des lignées 4CL1 :: AnPGII est évaluée avec la 
technique du Cavitron, avec 3 ou 4 individus par lignée (Cochard, 2002; Cochard et al., 2005). La 
technique du Cavitron repose sur l’utilisation de la force centrifuge pour générer des pressions 
hydrostatiques négatives au sein de l’échantillon et sur la mesure en simultanée de la conductance. 
Chacune des extrémités de l’échantillon est connectée à un réservoir d’eau. La vitesse de rotation et 
la distance des réservoirs conditionnent la tension appliquée selon l’équation : 
225.0 RP  
avec  la densité de l’eau (1000 kg.m-3), ω la vitesse de rotation (rad.s -1), R  la distance entre l’axe de 
rotation et le ménisque d’eau le plus distal, au niveau des réservoirs. Une différence de distance 
entre les hauteurs des deux ménisques (r) permet de générer une faible différence de pression (ΔP) 
entre les deux réservoirs aux extrémités de l’échantillon. Cette différence sera à l’origine d’un flux 
traversant le segment de tige du réservoir le plus distal au réservoir le plus proximal. 
))((5.0 222 rRRP  
 Une solution de KCl (10 mM) et CaCl2 (1 mM) préalablement dégazée durant 20 min à l’aide d’une 
pompe à vide est utilisée pour perfuser les échantillons. La perte de conductance (PLC) est alors 
mesurée en continu. Les régressions non linéaires des courbes de vulnérabilité à la cavitation sont 





avec PLC le pourcentage de perte de conductance ; P la pression (MPa), P50 la valeur de pression 





Figure 52 : Vulnérabilité à la cavitation des lignées 4CL1 :: AnPGII. Le pourcentage de perte de conductance (PLC) est 
mesuré pour différentes pressions appliquées au xylème. Les points représentent les mesures de PLC sur 3 à 4 individus 
par lignées pour des pressions de – 0.5 à – 2.5 MPa. Des paliers de pression sont réalisées tout les 0.25 MPa et plusieurs 
mesures sont réalisées par échantillons. Les courbes représentent les régressions sigmoïdales réalisées sur l’ensemble 
des mesures pour une lignée. La vulnérabilité à la cavitation des lignées transformées est significativement supérieure à 




Les résultats de mesures de croissances, de potentiels hydriques foliaires, et de taux 
d’embolie native des lignées Pto4CL1 :: AnPGII ont été statistiquement traités par analyse de 
variance et n’ont pas montré de différence significative avec les plantes non transformées (Figure 
49). 
La conductivité des échantillons diminue légèrement lorsque les échantillons sont raccourcis 
jusqu'à une longueur inférieure à la longueur moyenne des vaisseaux (Figure 50). En deçà de cette 
longueur, la conductivité augmente sensiblement car les résistances associées aux terminaisons de 
vaisseaux sont successivement enlevées. Les conductivités  et diamètres de vaisseaux des lignées 
4CL1 :: AnPGII ne présentent pas de différences significatives avec les plantes non transformées 
(Figure 50 et 51).  
Les lignées 4CL1 :: AnPGII semblent présenter des vulnérabilités à la cavitation supérieures à 
celle de la lignée non transformée (Figure 52). Les plantes non transformées présentent un P50 
moyen de -2.07 MPa, alors que les lignées 5.1 et 10.1 présentent des P50 moyen de -1.60 et -1.66 
MPa, respectivement (Table 7). Toutes les lignées transformées présentent des valeurs moyennes de 


















Table 7 : P50 des lignées Pto4CL1 :: AnPGII. Le P50 représente la pression nécessaire à appliquer pour induire 50 % de perte 
de conductance. Les P50 des lignées transformées sont significativement supérieurs au P50 des plantes non transformées 
(717-1B4) (T-test sur coefficient de courbes, P<0.05). Les différences significatives entre les P50 des lignées transformées 
et ceux des plantes non transformées sont indiquées d’une astérisque. Les données représentées sont les moyennes de 3 
à 4 individus par lignée (± SE, erreur standard). 
 
Génotype P50 ± SE (MPa) 
717-1B4 -2.07 ± 0.04 
PB4 3.1 -1.71 ± 0.02 * 
PB4 5.1 -1.60 ± 0.03 * 
PB4 10.1 -1.66 ± 0.01 * 
PB4 11.1 -1.76 ± 0.02 * 
PB4 12.1 -1.79 ± 0.03 * 





IV DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 La lignée PtGMD2 n’a pas régénérée de plante. La surexpression de ce gène a probablement 
eu un effet important sur les parois, bloquant la dédifférenciation des cals en plantule (Ahn et al., 
2006). Ce phénomène souligne la difficulté des approches transgéniques ciblant le métabolisme 
pariétal. Les lignées 35S :: AtAXS1 et 4CL1 :: PME1 ont rencontré des problèmes de contaminations. 
Une deuxième expérience de transformation de peuplier pourrait être envisagée pour ces 
constructions. A ce jour, le génotypage des lignées Pta4CL1 :: PttPME1 et Pta4CL1 :: GUS n’est pas 
fini. Les amorces dessinées pour l’amplification du gène PttPME1 ne semblent pas spécifiques du 
transgène. En effet, les résultats de PCR montrent une amplification de nombreuses bandes pour les 
couples d’amorces utilisés. La difficulté d’obtenir une amplification spécifique de ce transgène réside 
probablement dans la faible distance phylogénétique de Populus tremula x tremuloides qui est 
l’organisme d’origine de la séquence et Populus tremula x alba. PME est une large famille 
multigénique (Micheli, 2001) et les séquences de P. tremula x alba et P. tremula x tremuloïdes 
présentent probablement de fortes homologies. Le séquencage des produits de PCR nous dirait si 
l’amplification non spécifique se fait sur des séquences orthologues ou paralogues. Si les séquences 
sont orthologues, le suivi de leur expression serait utile car l’expression du gène orthologue 
endogène pourrait être influencée par le transgène (Napoli et al., 1990). Les lignées Pto4CL1 :: 
PttPME1 doivent donc encore être génotypées et phénotypées. Des lignées 35S :: AtCslA9, 35S :: 
AtCslC4 et 35S :: PtaXTH et 4CL1 :: AnPGII ont été régénérées et ont pu être génotypées. Les résultats 
de RT-PCR présentés en figure 48 mettent en évidence une surexpression des transgènes par les 
promoteurs Pta4CL1 et CAMV35S, excepté pour les lignées 35S :: PtaXTH 24.1 et X.12. Ces niveaux 
d’expression varient selon les lignées de chaque construction ainsi que selon le promoteur. Ces 
expériences d’analyse d’expression ont été réalisées sur une seule plante par lignée. Ces premiers 
résultats doivent être vérifiés sur d’autres plantes. Lors de ces expériences de génotypage, le nombre 
de copies insérées dans le génome devrait être estimé par Southern Blot.  Faute de pouvoir utiliser 
un marquage radioactif, nous n’avons encore pas pu mener cette analyse ; et nous ne sommes pas 
parvenus à obtenir des résultats avec des sondes non radioactives de type digoxygénine (DIG), 
probablement en raison du manque de sensibilité de la sonde froide pour le génome de peuplier. 
Les lignées 4CL1 :: AnPGII semblent présenter des différences de vulnérabilité à la cavitation 
avec les lignées non transformées (Figure 52). Ce résultat est à valider par des mesures 
supplémentaires, compte tenu du faible nombre d’individus étudiés par lignée avec notamment trois 
individus non transformés. Une deuxième expérience de phénotypage comparant les lignées 5.1 et 
10.1 qui présentent les valeurs de P50 les plus élevées, avec les plantes non transformées est à faire 
sur un plus grand nombre d’individus. La lignée 10.1 présente le plus fort niveau d’expression du 






à la cavitation. En revanche, cette relation est moins claire pour la lignée 5.1 et aucune corrélation 
claire n’est observable entre les expressions des transgènes et les phénotypes des lignées. Il est 
probable que la technique de mesure de vulnérabilité à la cavitation n’ait pas un niveau de résolution 
suffisant, ou que le nombre de répétitions de mesures de vulnérabilité à la cavitation et de qPCR ne 
soit suffisant pour traduire les différences d’expression du transgène entre lignées. Nos résultats 
suggérent que la surexpression du gène AnPGII n’affecte pas les paramètres de croissance et de 
conductivité des plantes. Les lignées 5.1 et 10.1 présentent des croissances en diamètre relativement 
élevées par rapport aux autres lignées bien que cette différence ne soit pas significative. Le faible 
effet du transgène sur la conductivité s’explique en partie par une absence d’effet sur la structure 
des vaisseaux (Figure 50), car une variation des dimensions des vaisseaux aurait un effet sur la 
conductivité. Nos résultats montrent d’ailleurs que les diamètres de vaisseaux ne sont pas affectés 
(Figure 51). Le promoteur induit l’expression du transgène tardivement dans la xylogénèse, et les 
dimensions des vaisseaux et des ponctuations seraient déjà définies au moment de son expression. 
Un effet sur l’aire de ponctuation du transgène semble donc peu plausible. En revanche, la 
surexpression de ce gène pourrait altérer les propriétés intrinsèques des membranes de ponctuation, 
notamment leurs propriétés mécaniques ou encore leur porosité en altérant des chaines HG. Le 
phénotype d’augmentation de la vulnérabilité à la cavitation s’accorde avec ces hypothèses. Cela 
nécessite donc d’être vérifié par une analyse de l’anatomie du bois des lignées transformées, en 
particulier des ponctuations. La structure des ponctuations devrait être analysée finement par des 
approches de microscopies électroniques. La longueur des vaisseaux et l’aire de ponctuation 
pourraient aussi être quantifiées afin de vérifier l’absence d’effet du transgène sur ces variables. Il 
est possible que des différences structurales à l’origine de cette faible variation de P50, (inférieure à 
0.5 MPa) ne soient pas détectables. Les conditions de phénotypage sont donc à adapter pour 
maximiser leur résolution. Typiquement, la taille de l’échantillonnage doit être plus grande que pour 
une comparaison entre espèces. Par exemple, pour calculer la longueur des vaisseaux, il faudrait 
augmenter le nombre de mesures par segment de tige par rapport à la méthode développée par 
Sperry et al., (2005). L’utilisation du modèle de déformation des ponctuations pourrait aussi 
permettre d’intégrer des faibles variations des dimensions de la ponctuation qui auraient des 
conséquences importantes sur les propriétés des ponctuations.  
Des différences de vulnérabilité à la cavitation ont été observées sur des lignées 
transgéniques de peuplier (Coleman et al., 2008; Awad, 2011; Voelker et al., 2011; Awad et al., 2012)  
avec une diminution du P50 atteingnant 1 MPa pour des lignées présentant une réduction de la 
teneur en lignine (Coleman et al., 2008; Voelker et al., 2011). Toutefois, ces phénotypes forts sont 
souvent associés à des phénotypes de collapses qui ne sont généralement pas observés en conditions 






sont pas associées à des collapses présentent des valeurs plus faibles de l’ordre de 0.25 MPa (Awad, 
2011; Awad et al., 2012). Les variations de vulnérabilité à la cavitation chez les lignées 4CL1 :: AnPGII 
sont dans cet ordre de grandeur. De plus, cette augmentation de vulnérabilité à la cavitation serait  
associée à des variations au niveau des ponctuations. Les résultats de ce chapitre et la pertinence de 







UTILISATION DE MUTANTS D’ARABIDOPSIS THALIANA POUR 




Nous présentons l’approche de criblage de mutants d’Arabidopsis thaliana pour la 
vulnérabilité à la cavitation. Nous avons développé des méthodes de phénotypage afin d’utiliser 
Arabidopsis thaliana comme plante modèle pour l’étude des fonctions hydrauliques du xylème. Ce 
travail a fait l’objet d’une publication dans « Journal of Experimental Botany ». Nous prospectons la 
variabilité phénotypique et génétique de la vulnérabilité à la cavitation de l’espèce. Des mutants 
modifiés pour le métabolisme des pectines sont caractérisés. 
Le modèle Arabidopsis thaliana nous a permis aussi d’apporter des preuves de l’importance 
de la vulnérabilité à la cavitation pour l’adaptation à des milieux contraignants et de son probable 
lien avec le port ligneux de certaines espèces. Le double mutant socful présentant un port ligneux 
présente une résistance à la cavitation plus grande que des plantes non transformées. Ce travail est 
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Abstract
While Arabidopsis thaliana has been proposed as a model species for wood development, the potential of this tiny 
herb for studying xylem hydraulics remains unexplored and anticipated by scepticism. Inﬂorescence stems of A. thali-
ana were used to measure hydraulic conductivity and cavitation resistance, whereas light and electron microscopy 
allowed observations of vessels. In wild-type plants, measured and theoretical conductivity showed a signiﬁcant 
correlation (R2 = 0.80, P < 0.01). Moreover, scaling of vessel dimensions and intervessel pit structure of A. thaliana 
were consistent with structure–function relationships of woody plants. The reliability and resolution of the hydraulic 
methods applied to measure vulnerability to cavitation were addressed by comparing plants grown under different 
photoperiods or different mutant lines. Sigmoid vulnerability curves of A. thaliana indicated a pressure corresponding 
to 50% loss of hydraulic conductance (P50) between –3 and –2.5 MPa for short-day and long-day plants, respectively. 
Polygalacturonase mutants showed a higher P50 value (–2.25 MPa), suggesting a role for pectins in vulnerability to 
cavitation. The application of A. thaliana as a model species for xylem hydraulics provides exciting possibilities for (1) 
exploring the molecular basis of xylem anatomical features and (2) understanding genetic mechanisms behind xylem 
functional traits such as cavitation resistance. Compared to perennial woody species, however, the lesser amount of 
xylem in A. thaliana has its limitations.
Key words: Arabidopsis thaliana, bordered pit, cavitation resistance, hydraulic conductivity, inﬂorescence stem, xylem.
Introduction
Xylem functional traits play an important role in understand-
ing plant distribution, primary productivity, growth rate, 
resistance to abiotic factors (e.g. drought and frost), and the 
capacity of plants to adapt to changing environmental condi-
tions over time (Tyree and Zimmermann, 2002; McDowell 
et al., 2008; Brodribb and Cochard, 2009; Pittermann, 2010). 
Not surprisingly, there is a considerable amount of homoplasy 
in xylem anatomy of plants as a result of ecological adapta-
tions for efficient water transport, hydraulic safety against 
embolism, and mechanical support (Sperry, 2003; Rowe and 
Speck, 2005). Ecological adaptations that determine these 
major xylem structure–function relationships are reflected 
in the large anatomical variation of the hydraulic network 
(Carlquist, 2001; Choat et al., 2008).
Understanding of functional traits associated with long-
distance water transport in plants requires not only integra-
tion of hydraulics with anatomy and ecology, but also with 
plant genetics. However, genetic aspects of hydraulic parame-
ters remain little studied. Firstly, there are practical problems 
impeding the study of genetic mechanisms in trees, in particu-
lar their slow growth and long generation times, which make 
the production and isolation of mutants laborious and time 
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consuming (Chaffey et  al., 2002; Groover, 2005). Secondly, 
it remains difficult to link gene function with quantitative 
physiological traits such as hydraulic efficiency or drought 
tolerance, because these physiological traits are the result of 
integrated and balanced genetic processes. Besides, compari-
son of genotypic variability and phenotypic plasticity of cavi-
tation resistance among natural populations show frequently 
high phenotypic plasticity and a lack of genetic differentia-
tion across populations (Lamy et al., 2011; Wortemann et al., 
2011), although others have shown that there is no pheno-
typic plasticity in cavitation resistance of stem wood (Alder 
et al., 1996; Kolb and Sperry, 1999) and genetic differentia-
tion in some species (Mencuccini and Comstock, 1997). As 
a result, insights into the genes controlling vulnerability to 
cavitation and xylem hydraulic conductivity are still lacking, 
despite their physiological importance in trees.
Transgenic trees make it possible to study the function of 
genes identified by genomic approaches and provide useful 
models to understand the genetic basis of xylem functional 
traits (Mellerowicz et  al., 2001; Chaffey et  al., 2002; Awad 
et al., 2012). Nevertheless, investigations on the genetic basis 
of xylem hydraulic traits using transgenic trees are rare 
and the approach by gene overexpression shows limitations 
in research on the genetic bases of traits. In order to over-
come the above-mentioned problems associated with trees, 
Arabidopsis thaliana has been proposed as a model plant to 
investigate the genetic basis of wood formation (Chaffey et al., 
2002; Nieminen et al., 2004; Zhang et al., 2011). Chaffey et al. 
(2002) emphasized the strong similarities in anatomy and 
development of secondary xylem between A.  thaliana and 
Populus tremula L. × P.  tremuloides Michx. A.  thaliana has 
also been suggested as a model species for many other wood 
traits (Boerjan et al., 2003; Flaishman et al., 2003; Ko et al., 
2004; Wyatt et  al., 2010; Haughn and Western, 2012; Lens 
et al., 2012b). Thus, it seems reasonable to question whether 
the inflorescence stem of A.  thaliana can also be used as a 
model for xylem hydraulics despite its herbaceous and minus-
cule nature. Since there are strong differences in habit between 
perennial plants and short-living herbs, the xylem hydraulic 
characteristics of A. thaliana deserve special attention.
The main goal of this paper is to investigate if standard 
techniques applied in the field of xylem hydraulics are practi-
cally appropriate to inflorescence stems of A. thaliana, which 
are thought to have similar functions as stems of woody 
plants. Indeed, the inflorescence stem shows secondary growth 
(Altamura et al., 2001; Ko et al., 2004), allows long-distance 
water transport from the roots to leaves, flowers, seeds and 
fruits, and is also subject to similar mechanical constraints as 
a tree canopy, namely their weight, gravitropism, and various 
external perturbations (Telewski, 2006). Additionally, special 
attention is paid to hydraulically significant structures such as 
xylem vessels and bordered pits to evaluate the hydraulic proper-
ties of A. thaliana. Given various similarities in xylem structure 
between A. thaliana and woody eudicots (Chaffey et al., 2002; 
Lens et al., 2012b), the present study hypothesized that inflores-
cence stems of A. thaliana show a similar hydraulic behaviour 
as many shrubs and trees. If this assumption was correct and if  
measuring hydraulic parameters was feasible, a wide range of 
genetic techniques and approaches could be applied to facilitate 
links between xylem physiology, anatomy, and genetics.
The reliability and resolution of the hydraulic techniques 
were verified by measuring the effect of growth conditions and 
genetic differences on cavitation resistance. An interesting aspect 
of this annual herb is that xylem development is controlled by 
flowering time, which can be influenced by several environmen-
tal cues such as photoperiod (Melzer et al., 2008; Sibout et al., 
2008). Differences in secondary xylem development between 
short-day plants and long-day plants were hypothesized to 
parallel differences in cavitation resistance. Overall, such work 
could offer new opportunities for understanding functional 
hydraulic traits (safety vs. efficiency) regarding the developmen-
tal and evolutionary shift form primary xylem towards second-
ary xylem. Moreover, this study explored potential differences 
in cavitation resistance in three mutant lines modified for genes 
involved in the primary wall metabolism.
Materials and methods
Plant material
Seeds from wild-type (WT) A. thaliana (L.) Heynh. Columbia (Col-
0) and T-DNA insertion mutant lines were provided by the NASC 
(Nottingham Arabidopsis Stock Centre). The sequence-indexed 
A.  thaliana T-DNA insertion mutant sequences were provided by 
the Salk Institute Genomic Analysis Laboratory. The polygalacturo-
nase mutant (PG, SALK_100709, on locus At1g19170) was chosen 
because its locus had a stem-specific expression pattern (Kim et al., 
2006) and it is an orthologue of the Populus tremula × tremuloides 
POPTR_0006s14170 gene encoding for a polygalacturonase and 
upregulated during xylem maturation (Hertzberg et al., 2001). The 
choice for the pectin methylesterase loci (PME3, SALK_059908 on 
locus At2g45220 and PME5, SALK_012478 on locus At3g59010) 
was based on the availability of SALK mutants on PME genes 
and expression patterns. PME3 showed an inflorescent stem xylem 
expression that responded to changes in lignin biosynthesis in cin-
namyl alcohol dehydrogenase (CAD) mutant lines (Sibout et  al., 
2005). PME5 (At3g59010) was expressed in inflorescent stem xylem 
(Winter et al., 2007) and was upregulated while promoting second-
ary growth (Koizumi et al., 2009). Insertion and T-DNA zygosity 
were checked in PG, PME3, and PME5, based on screening for 
kanamycin resistance.
Seeds were sown on a commercial soil mixture (Humustar, 
Champeix, France) and grown in a growth chamber under long-day 
(16/8 light/dark) or short-day (12/12 light/dark) conditions. A sec-
ond set of WT plants with PG and PME mutants were grown in 
long-day conditions. The plants were cultivated at 22/20 °C under 
light intensity 100–200 μmol m–2 s–1 and with relative humidity 60%. 
Phenotypes and genotypes were randomly distributed in the growth 
chamber in order to limit potential variability in light intensity. As 
soon as inflorescence stems showed a first silique ripening (i.e. after 
7–8 weeks), they were harvested and immediately used for analysis.
Xylem anatomy
Light microscopy
Anatomical analysis was performed on long-day plants. Transverse 
sections (thickness 0.5 μm) were sectioned and stained with toluidine 
blue (0.5% in 2.5% carbonate buffer, pH 11). Toluidine blue stains 
vessels in blue and fibres and parenchyma cells in purple. The sec-
tions were examined under an optical microscope (Axioplan 2, Zeiss, 
Jena, Germany), and images of whole sections were recorded using a 
digital camera (AxioCam, HR, Zeiss) and AxioVision digital imag-
ing software. After their hydraulic conductivity was measured, vessel 
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areas were measured on 50 μm cross-sections of basal inflorescence 
stems from eight plants. After spatial calibration, the surface area of 
vessels was calculated using ImagePro Plus 6.1 (Media Cybernetics, 
Silver Spring, MD, USA). For each sample, a graphic tablet (Wacum 
Technology, Vancouver, WA, USA) was used to measure each ves-
sel area. The circle diameter (D) with a surface area corresponding 
to the vessel surface area was then deduced (Christman and Sperry, 
2010). A hydraulically weighted vessel diameter (Dh) was calculated 
following Sperry et  al. (1994) as Dh  = ΣD5/ΣD4. Metaxylem and 
secondary xylem were defined according to Altamura et al. (2001). 
Theoretical hydraulic conductivity (Kht) of the lumen was calculated 
as Kht = ΣπD4/128η, where η was the viscosity at 20 °C. The total 
theoretical specific conductivity (Khts) was obtained by dividing Kht 
by the total lumen area. This approach was chosen because it com-
pensated for differences in vessel size and number, and it removed 
the contribution of non-conducting cells in xylem tissue of herba-
ceous plants (Kocacinar and Sage, 2003).
To determine the proportion of open vessels in stem segments of 
different lengths, the vessel-length distribution of three A. thaliana 
inflorescence stems grown under long-day conditions was measured. 
Stems were fixed in a solution containing (v/v) 3.7% formaldehyde, 
5% acetic acid, and 50% ethanol, gradually dehydrated using solu-
tions from 50 to 100% ethanol, and dried at 65 °C overnight. Then, 
one end of the stem segments was injected with the silicone Rhodorsil 
RTV-141 (Rhodia, Cranbury, NJ, USA), which was mixed with the 
fluorescent dye Uvitex OB (Ciba UK, Bradford, West Yorkshire, 
UK). Injection was conducted basipetally with a vacuum pump at 
0.2 MPa for 30 min. After drying, thin sections were cut with a cryo-
microtome at various distances from the injection point, and the 
ratio of vessels filled with silicone per total number of vessels (NL) 
was determined for each distance. The conduit length distribution 
was calculated according to Sperry et al. (2005) as NL = N0 e
(–kL), 
where N0 is the ratio between the number of silicon-filled vessels and 
the total number of vessels at the injection surface, L the distance 
from the injection point, and k the best fit extinction coefficient.
Electron microscopy
Samples for transmission electronic microscopy (TEM) were prepared 
according to Jansen et al. (2009). Observations were carried out on 
transverse sections using a JEM1210 microscope (Jeol, Tokyo, Japan) 
at an accelerating voltage of 80 kV. Digital images were taken using 
a Mega View III camera (Soft Imaging System, Münster, Germany) 
and analysed using ImageJ software (Rasband, 1997–2012).
For scanning electron microscopy (SEM), several inflorescence 
stems of A. thaliana were cut into 0.5–1 cm segments, split longitu-
dinally, and dried at 65 °C overnight. Samples were fixed to alumin-
ium stubs and coated with platinum using an BAF100 sputter coater 
(Balzers, Dietenheim, Germany) for 3 min. Samples were observed 
with a S-5200 field-emission scanning electron microscope (Hitachi 
High Technologies, Tokyo, Japan) at an accelerating voltage of 2 kV.
Xylem hydraulics
Experimental specific conductivity
The hydraulic conductivity (Kh) was measured on 1-cm-long seg-
ments of basal inflorescence stem in order to decrease the pit 
resistivity and compared with Kht. Kh was measured from eight 
plants grown under long-day conditions using a Xyl’em apparatus 
(Bronkhorst, Montigny-les-Cormeilles, France). Stem segments 
were cut under water and gently sealed to a tubing system using 
thread seal tape (polytetrafluoroethylene film) to avoid leaking 
and crushing of samples with clamps. A  solution containing KCl 
(10 mM) and CaCl (1 mM) was used to perfuse stems basipetally 
and flush them at 21 °C for 5 min under 0.1MPa. The flow rate was 
measured 10 minutes after starting the perfusion under 6–9 kPa. The 
specific hydraulic conductivity (Khs) was obtained by dividing Kh by 
the total vessel lumen area.
Kh was also measured on 5-cm-long basal inflorescence stems 
from six other plants grown under long-day, in order to evaluate the 
sample length effect on Kh. Perfusion was performed following the 
same methods as above. Stem segments were perfused basipetally 
and shortened every 0.5 cm.
Xylem vulnerability to cavitation
The vulnerability to cavitation of inflorescence stems was assessed 
using the centrifugal technique (Alder et al., 1997; Cochard, 2002) on 
14-cm-long samples. For this purpose, the embolism rate was meas-
ured using a XYL’EM apparatus following procedures described for 
woody species (Sperry et al., 1988; Cruiziat et al., 2002). This tech-
nique involved measuring the hydraulic conductance of segments 
before and after flushing (ki and kmax, respectively). Two stem seg-
ments 1–2 cm long were cut under water from the middle part of the 
stem. The basal cut end was then connected to the hydraulic appa-
ratus. A  solution containing KCl (10 mM) and CaCl2 (1 mM) was 
used to perfuse the stem segments. ki and kmax were measured under 
6–9 kPa on both segments separately in order to increase the num-
ber of repetitions for each plant. Before measuring kmax, samples 
were flushed for 5 min at 0.1 MPa to remove embolism. To draw a 
single vulnerability curve, 15–46 samples from 15–24 different stems 
were required. This study also tentatively applied the bench dry-
ing method (Sperry et al., 1988), the Cavitron technique (Cochard, 
2002; Cochard et al., 2005), and the single-ended pressure chamber 
approach (Cochard et al., 1992). The PLC curves were fitted using 
the sigmoid function of Pammenter and van der Willigen (1998), 
PLC = 100/(1+e(S/25 × (P–P50
))), where P50 is the pressure causing 50% 
loss in conductance, and S the curve slope at this point.
Results
Anatomy of xylem vessels and pits
The xylem of A. thaliana was organized in vascular bundles 
(Fig. 1A), with (mean ± SE) 9.4 ± 0.9 bundles per transverse 
section and 19.5 ± 1.7 vessels per vascular bundle (Fig. 1B). 
The vessels can be distinguished from other cell types because 
of differences in the staining reaction of cell walls with tolui-
dine blue (Fig. 1B). Additional evidence for vessel identifica-
tion was based on silicon injection (Fig. 1C). Vascular bundles 
included both primary metaxylem and secondary xylem with 
differences in their respective proportions across vascular 
bundles (Fig. 1A). Primary xylem consisted of relatively wide 
vessels (16.0 ± 0.6 μm), while secondary xylem was character-
ized by narrower vessels (11.8 ± 0.2 μm) in combination with 
xylem fibres. Ray cells were absent in the xylem of the sam-
ples studied. The mean vessel diameter D was 11.9 ± 1.4 μm 
(Fig.  2A), with mean Dh of 17.7 ± 0.5 μm and mean vessel 
length (L) o f 1.2 ± 0.2 cm ( Fig. 2B).
Neighbouring vessels were connected to each other via 
bordered pit fields (Fig. 1D–H). Three different pit types that 
were associated with vessels occurred in A. thaliana: interves-
sel pits (Fig. 1E), vessel-fibre pits (Fig. 1D), and vessel-paren-
chyma pits (not shown). The pit dimensions are summarized 
in Table 1. A. thaliana had vestured pits (Fig. 1E, F, H), show-
ing branched protuberances from the secondary cell wall of 
the pit chamber. The vestures partly occluded the pit aperture 
(Fig. 1F, H).
Xylem hydraulics
Hydraulic conductivities (Kh) were in the range of 1.10
–11 
to 12.10–11 m4 MPa–1 s–1. Kh was linearly correlated to the 
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theoretical hydraulic conductivity (Kht) predicted from the 
Hagen-Poiseuille equation (R2 = 0.80). Kh was on average 41% 
lower than Kht predicted for ideal capillaries. The measured 
(Khs) and theoretical (Khts) specific conductivities showed a 
strong linear relationship (P < 0.01; Fig. 3A). Fig. 3B showed 
no significant change in Kh when shortening samples from 5 
to 1 cm (ANOVA, P < 0.05).
This study was unable to obtain vulnerability curves 
following the bench drying or the single-ended cavitation 
chamber approach. Samples were flattened because of 
Fig. 1. Anatomical features of the xylem in the inﬂorescence stem of A. thaliana. (A) Transverse sections showing xylem organization in 
vascular bundles: the closed arrow shows a vascular bundle with secondary xylem dominance and the open arrow shows a vascular 
bundle with metaxylem dominance. (B) Detail of a vascular bundle with metaxylem and vessels marked by asterisks: toluidine blue stains 
vessels in blue and ﬁbres and parenchyma cells in purple. (C) Transverse section of a vascular bundle from a stem injected with silicone: 
conductive vessels are ﬁlled with silicone mixed with the ﬂuorescent dye Uvitex. (D) Transverse section of xylem vessels observed by 
TEM: the closed arrow shows an intervessel pit and the open arrow shows a vessel-ﬁbre pit. (E) Intervessel pit observed with TEM: 
arrows show vestures. (F–H) SEM images of inner vessel wall with four vestured pit apertures (F), pit membrane (G), and pit chamber 
bearing vestures near the outer aperture (H): closed arrows show vestures and the open arrow shows a small part of the aspirated 
pit membrane. F, ﬁbre; IPA, inner pit aperture; PB, pit border; Phl, phloem; Proxyl, protoxylem; V, vessel. Bars, 100 μm (A), 10 μm (B), 
50 μm (C), 1 μm (D–H).
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dehydration of  the pith parenchyma, which made hydrau-
lic measurements impossible because of  leaks. This study 
was also unable to determine cavitation resistance using the 
Cavitron technique because the conductance of  the inflo-
rescence stems was too low to be measured accurately with 
this method.
Vulnerability curves were successfully obtained with the 
centrifuge approach (Fig.  4). A.  thaliana had PLC values 
decreasing with xylem pressure, following a sigmoidal curve. 
Some PLC values appeared negative because of the centrifuge 
method employed (e.g. Adler et al., 1997). The sigmoid regres-
sion analysis provided a strong fit with R2 > 90%. A.  thali-
ana WT plants showed a P50 value of –2.53 ± 0.053 MPa and 
–2.98 ± 0.139 MPa when grown under long-day and short-day 
conditions, respectively, with a significant difference between 
both conditions (Student’s t-test, P < 0.05).
The second set of WT plants grown under long-day con-
ditions showed a P50 value of –2.54 ± 0.080 MPa. This value 
was not significantly different from the values obtained for 
PME3 and PME5 plants grown in same conditions, which 
were –2.49 ± 0.137 MPa and –2.44 ± 0.108 MPa, respectively 
(Fig. 4C, D). On the contrary, PG mutants showed a P50 value 
of –2.25 MPa ± 0.033, significantly different from WT plants 
(Student’s t-test, P < 0.05, Fig. 4B).
Discussion
This study demonstrates that inflorescence stems of A. thali-
ana can be used to measure specific conductivity and cavitation 
resistance in an accurate and reliable approach. The hydraulic 
data obtained support this study hypothesis that A. thaliana 
shares both structural and functional xylem characteristics 
with many eudicots, which opens important opportunities to 
utilize this species for investigating xylem hydraulics. While 
there are various advantages of using A. thaliana for study-
ing water transport in plants, its limitations also need to be 
considered.
Given the small size of the inflorescence stems of A. thali-
ana, the hydraulic pathway of the xylem can more easily 
be studied in its totality on a cross-section as compared to 
trees with large sapwood areas that include various growth 
rings. Indeed, theoretical conductivities can be performed on 
the total number of vessels and shows a strong linear rela-
tionship with measured conductivities (Fig.  3A). This also 
demonstrates that the vessels that contribute to hydraulic 
conductance can accurately be identified on transverse stem 
sections. Silicone injection (Fig. 1C) and dye perfusion (data 
not shown) also confirmed the conductive nature of vessels in 
the primary and secondary xylem.
Measured conductivity includes lumen and end-wall con-
ductivity, whereas theoretical conductivity estimates only 
lumen conductivity. Based on the silicone injection experi-
ments, 80% of the vessels are not open at both ends in the 1-cm 
stem segments used for measuring conductivity (Fig.  3A), 
and thus there would be an end-wall resistance to the flow. 
In order to evaluate the contribution of this resistance on 
1-cm stem segments, stem-shortening experiments were per-
formed on six samples (Fig. 3B). The maximum vessel length 
Fig. 2. Vessel diameter and vessel length distribution for inﬂorescence stem of A. thaliana. (A) Vessel diameter distribution analysed from 
eight plants. (B) Vessel length distribution analysed from three plants. Data are means ± SE. Solid line indicates the average frequency of 
vessel length (Sperry et al., 2005).
Table 1. Intervessel pit morphology of A. thaliana inﬂoresence 
stem. Transverse sections of stems were observed under TEM 
and bordered pit characteristics and double intervessel wall 
thickness measured with image analysis. Values are mean ± SE 
for n pits observed.
Pit character n Size (μm)
Aperture diameter (Da) 19 0.69 ± 0.23
Membrane diameter (Dp) 17 3.55 ± 0.53
Membrane thickness (Tm) 20 0.17 ± 0.01
Chamber depth (Dc) 18 0.93 ± 0.66
Double intervessel wall thickness (Tw) 20 1.67 ± 0.69
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measured with silicon injection (Fig.  2B) was smaller than 
5 cm, meaning that all vessels had at least one end wall in 5-cm 
long samples. No significant difference in conductivity was 
found between 5- and 1-cm segments, suggesting that the spe-
cific conductivity can be estimated by working with 1-cm seg-
ments. In shorter segments, flow rates were higher and more 
precise compared to the theoretical specific conductivity. The 
41% hydraulic efficiency of A. thaliana is in line with findings 
of both woody and herbaceous angiosperms, with measured 
conductivity values less than half  of the theoretical values of 
ideal capillaries (Tyree and Zimmermann, 2002). Therefore, 
sap flow in A. thaliana seems to follow the Hagen–Poiseuille 
efficiency model developed on woody plants (Sperry et  al., 
2005; Hacke et  al., 2006). End-wall resistivity generally 
accounts for 50% of the total hydraulic resistivity (Lancashire 
and Ennos, 2002; Sperry et al., 2005; Choat et al., 2008) and 
thus can explain the lower conductivity measured. Although 
measuring the xylem conductivity of inflorescent stems can 
be achieved easily, quantification of the end-wall resistivity 
remains a technical challenge in A.  thaliana because of the 
very short (<1 cm) sample length that would be required for 
such measurements.
The reliability and resolution of the vulnerability curves 
obtained are supported by the differences found between the 
growing conditions or the mutant lines of A. thaliana (Fig. 4). 
A Significant difference was observed in vulnerability to cavi-
tation between plants grown under long days and short days 
(Fig.  4A). Changes in the photoperiod from long to short 
days were shown to stimulate and prolong xylem develop-
ment in the hypocotyls and inflorescence stems (Lev-Yadun, 
1994; Chaffey et al., 2002). According to the present findings, 
an increase in wood production would enhance the resistance 
to cavitation of the inflorescence stem. Since secondary xylem 
is characterized by narrower vessels than metaxylem vessels, 
the secondary xylem would be less vulnerable to cavitation 
than metaxylem. Indeed, wider vessels would show a larger 
pit area, which may increase the likelihood of air-seeding via 
the largest pit-membrane pore (Wheeler et al., 2005; Hacke 
et al., 2006; Christman and Sperry, 2010; Christman et al., 
2012). Differences in vessel grouping between primary and 
secondary xylem could offer an additional explanation (Lens 
et al., 2011), as well as potential differences in pit characters.
The vulnerability curves for A.  thaliana (Fig.  4) showed 
P50 values ranging from –2.25 to –3 MPa. Meyre et al. (2001) 
showed that A. thaliana plants grown under short days were 
able to maintain an optimum transpiration rate for a soil 
water potential of –0.28 MPa and observed a complete decline 
in transpiration rate for a soil water potential of –1.3 MPa. 
In the present study, the predawn leaf water potential was 
–0.06 MPa and therefore within range of the optimal transpi-
ration rate. Moreover, the pressure for stomata closure was a 
long way from the P50 values found in here, which suggests 
that the plant has a high safety margin (Cochard et al., 2002).
Some mutant lines were analysed to test if  the A. thaliana 
stem is suitable and the technique is reliable to investigate the 
genetic bases for the vulnerability to cavitation. Mutant lines 
for pectin genes represent good candidates because they have 
an important role in elongation processes, determining cell 
size, shape, and stiffness (Kim et al., 2006). PG and PME are 
known to catalyse disassembly and structural modification of 
pectins (Wolf and Greiner, 2012). Changes in expression of 
these enzymes could thus have an effect on conduit dimensions 
and thus on pit density (Christman et al., 2009). Moreover, 
they could be involved in pit-membrane maturation and thus 
in its properties, especially its porosity. Pectin methylesterases 
catalyse the demethylesterification of homogalacturonan 
(HGA). These demethylesterified HGA can form calcium 
bonds, promoting an ‘egg-box’ model structure, or become a 
target for pectin-degrading enzymes, affecting the texture and 
rigidity of the cell wall (Pelloux et al., 2007). Herbette and 
Fig. 3. Hydraulic conductivity of the inﬂorescence stem of 
A. thaliana. (A) Plot of the experimental (Khs) versus theoretical 
(Khts) hydraulic speciﬁc conductivity. Khs was measured on 
1-cm-long basal inﬂorescence stems from eight plants, then 
Khts was calculated by measuring vessel diameters and 
applying the Hagen–Poiseuille law. Values are for each plant. 
The black line represents a linear correlation between Khts and 
Khs (Khts = 1.0043Khs + 0.0048; R2 = 0.8044) and the grey 
line represents the 1:1 line. (B) Hydraulic conductivity (Kh) 
versus segment length. Kh was measured on 5-cm-long basal 
inﬂorescence stems that were perfused basipetally and shortened 
every 0.5 cm. Data are means ± SE from six plants. There was no 
signiﬁcant difference between means (ANOVA, P < 0.05).
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Cochard (2010) proposed that the observed calcium effect on 
vulnerability to cavitation was due to calcium bridges in pec-
tin chains of the pit membrane. Although no significant effect 
of the PME3 and PME5 mutations were detected, the pre-
sent study cannot exclude PME as candidate genes involved 
in vulnerability to cavitation, especially when considering the 
size of this multigene family (67 genes, Micheli, 2001) and a 
potential compensation effect between isoforms. On the con-
trary, mutation of PG (multigene family of 66 genes, Kim 
et  al., 2006) showed a clear effect on cavitation resistance. 
Anatomical observations remain to be performed to under-
stand the role of PG.
The P50 values for A. thaliana fall within the range of many 
tree species with a temperate distribution area. Quercus robur, 
for instance, has a P50 around –2.7 MPa (Cochard et  al., 
1992). Although P50 values have not been determined for 
many herbaceous species (Rosenthal et al., 2010), the xylem 
of A. thaliana is rather cavitation resistant compared to other 
herbaceous plants, which could be explained by the distribu-
tion of A. thaliana on dry and sandy soils (Koornneef et al., 
2004). Examples are Phaseolus vulgaris L., which showed P50 
values from –0.46 to –0.99 MPa (Mencuccini and Comstock, 
1999), and Epilobium angustifolium L. with a P50 value around 
–1.6 MPa (Maherali et  al., 2009). Although both species 
show vestured pits (Jansen et al., 2008), which are assumed 
to increase resistance to cavitation (Jansen et al., 2003, 2004; 
Choat et  al., 2004), A.  thaliana shows a higher cavitation 
resistance than these two species.
The hydraulic behaviour in A. thaliana appears to be par-
alleled by many similarities in xylem anatomy and ultras-
tructure between this species and woody eudicots. Despite 
the small scale of vessel dimensions in A.  thaliana, the 3/2 
Fig. 4. Xylem vulnerability to cavitation of A. thaliana plants depending of the photoperiod or the genetic background. (A) Vulnerability 
curves of WT Col-0 plants grown under short days (SD, open circles) show a signiﬁcant difference (Student’s t-test, P < 0.05) with that 
of plants cultivated under long days (LD, closed circles). (B–D) Vulnerability curves of WT plants and mutants grown under long days. 
Vulnerability curves of WT (closed circles) show a signiﬁcant difference (Student’s t-test, P < 0.05) with PG mutants (open circles) (B), 
but no signiﬁcant differences were found with PME3 (C) and PME5 (D) mutants (open circles). Values are means ± SE from 2–8 stem 
samples, and 15–24 plants were required for each curve. Grey lines represent regression curves according to Pammenter and Vander 
Willigen (1998). WT, wild type.
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scaling between average vessel length (L) and vessel diame-
ter corresponding to mean lumen resistivity (DRL), reported 
by Hacke et  al. (2006) on 29 woody angiosperm species, is 
also found for A. thaliana. Vessel dimensions of A. thaliana 
indicate a scaling of L = 0.044 DRL
3/2. This finding is in line 
with previous observations that narrow vessels are generally 
short, while wide vessels range from short to long (Sperry 
et al., 2005; Hacke et al., 2006; Christman and Sperry, 2010). 
However, Jacobsen et al. (2012) showed recently no relation-
ship between these vessel traits among 130 species, and ves-
sel length was hypothesized to be dependant of the species 
habit and diameter of samples. The low vessel dimensions in 
A. thaliana could then be explained by the narrow diameter 
of the inflorescence stem.
Other structural similarities between A. thaliana and woody 
plants include the presence of simple perforation plates and 
bordered pits. Simple perforation plates are characteristic of 
Brassicaceae and very common in eudicots (Schweingruber, 
2006; Wheeler et al., 2007). The mean pit-membrane thick-
ness of A. thaliana (170 nm) is within the range observed for 
angiosperms (Jansen et  al., 2009; Lens et  al., 2011). These 
observations suggest similar structure–function relationships 
between A. thaliana and woody angiosperms at the pit-mem-
brane level (Choat et al., 2008).
The xylem of A. thaliana shows a rather limited amount of 
fibres, while woody plants generally show a high proportion 
of lignified ground tissue in their xylem. Based on pit micro-
morphology and silicon injection data, this study assumes 
that the fibres in A. thaliana are hydraulically non-functional 
(Sano et al., 2011). Moreover, the lack of rays in xylem of 
A.  thaliana confirms observations by Chaffey et  al. (2002), 
although ray cells have been detected in A. thaliana plants in 
which secondary growth was induced (Mazur et  al., 2012). 
Hence, A.  thaliana has the genetic potential to develop ray 
cells, while rayless wood could be associated with paedo-
morphosis and secondary woodiness (Carlquist, 1962, 2009; 
Dulin and Kirchoff, 2010). Since the development of rays is 
delayed in a small number of eudicots, raylessness should 
be interpreted as a juvenile character and an example of 
heterochronic shift in xylem organization (Carlquist, 2009). 
Lens et  al. (2012b) described paedomophic wood features 
in woody double mutants of A. thaliana such as a continu-
ously decreasing length-on-age curve of vessel elements and 
delayed periderm formation.
A.  thaliana provides many advantages as a model plant. 
Environmental effects on hydraulic parameters can be more 
easily applied from a practical point of view to small plants 
than large trees. Knock-out mutants of A. thaliana allow the 
screening a large number of genes putatively involved in xylem 
hydraulics. The irregular xylem (irx) A. thaliana mutants have 
already brought various insights into the biochemical and 
genetic aspects of xylem structure (e.g. Turner et al., 1997). 
The A. thaliana genome sequence (The Arabidopsis Genome 
Initiative, 2000) provides novel avenues for identification and 
systematic analysis of genes involved in cell-wall metabolism 
(Liepman et  al., 2010). Plant cell walls are extremely com-
plex in their composition, biosynthesis, assembly, and post-
assembly modifications (Popper et al., 2011). Genes involved 
in cell-wall synthesis or modification represent 10% of the 
genes in A.  thaliana and they mainly belong to multigene 
families (Farrokhi et al., 2006). Thus, A. thaliana is an excel-
lent plant model for screening the functional significance of 
genes involved in xylem hydraulics by working on already 
characterized genes and ready-to-use mutant lines.
Given the short-life cycle of A.  thaliana, its role as an 
ecophysiological model for trees remains questionable. 
Annual weeds with a short life cycle are often characterized 
by stress avoidance and show strong ecological differences 
with a tree habit. Considering the wide geographical range 
of A.  thaliana, it is not surprising that this species shows a 
large variation in physiological processes in order to deal with 
contrasting environments worldwide (Pigliucci, 2002). Meyre 
et al. (2001) proposed, for instance, an adaptive drought-tol-
erance strategy for the Columbia ecotype in contrast to the 
escape strategy of the Langsberg ecotype, which has a short-
ened life cycle. Moreover, the woody double mutant soc1 ful 
of  A. thaliana shows extensive secondary growth perennial-
like features with prolonged plant lifetime (up to 18 months), 
co-occurrence of vegetative and reproductive meristems, and 
recurrent flowering cycles, and thus strong similarities with 
the habit of a tree (Melzer et al., 2008; Lens et al., 2012b). 
The use of such mutant could be of special interest for eco-
physiological modelling. However, the use of xylem from 
reproductive organs is potentially problematic because genes 
affecting reproductive tissues could change the characteristics 
of the inflorescence xylem without being important for the 
systemic xylem of the vegetative part of the plant.
The ‘hidden woodiness’ of A. thaliana is found in many line-
ages of herbaceous plants, which frequently retain the capacity 
to develop secondary meristems and xylem following similar 
developmental patterns as woody trees, without special inno-
vations of their bauplan or hydraulic plumbing system (Spicer 
and Groover, 2010; Lens et al., 2012a; Rowe and Paul-Victor, 
2012). A fuzzy boundary between morphological categories is 
common in many organisms, especially in plants (Sattler and 
Rutishauser, 1997), which has implications in the functional 
understanding of processes such as water transport. The tra-
ditional view of classifying species and features into mutually 
exclusive categories such as herbaceous or woody ignores the 
dynamic continuum of growth forms, and similarities in struc-
ture–function. From a functional and anatomical point of 
view, size does not matter and should not prevent the use of 
A. thaliana as a hydraulic model species, although the limited 
amount of xylem in combination with its short life cycle and 
low hydraulic demands do have some limitations. Therefore, 
validation on transgenic trees will certainly be needed.
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Embolism resistance as a key mechanism to understand adaptive
plant strategies
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One adaptation of plants to cope with drought or frost stress is
to develop wood that is able to withstand the formation and
distribution of air bubbles (emboli) in its water conducting xylem
cells under negative pressure. The ultrastructure of interconduit
pits strongly affects drought-induced embolism resistance, but
also mechanical properties of the xylem are involved. The ﬁrst
experimental evidence for a lower embolism resistance in
stems of herbaceous plants compared to stems of their
secondarily woody descendants further supports this
mechanical-functional trade-off. An integrative approach
combining (ultra)structural observations of the xylem, safety-
efﬁciency aspects of the hydraulic pipeline, and xylem–phloem
interactions will shed more light on the multiple adaptive
strategies of embolism resistance in plants.
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According to the generally accepted cohesion-tension
theory, capillary wicking of cell walls is the driving force
in plants that creates a negative pressure, allowing tran-
spiration to pull up water towards the leaves via a 3-D
conduit network [1]. This negative pressure makes the
liquid xylem sap metastable, and thus vulnerable to
vaporization by cavitation [2]. Cavitated conduits may
become air-ﬁlled or embolized, and can no longer trans-
port water. Extensive embolism formation in the xylem
can block most of the water ﬂow, potentially leading to
branch sacriﬁce or even plant death [3–4]. Therefore, the
resistance to drought or frost-induced embolism is an
important adaptive trait for the growth and survival of
plants [5,6,7], evolving along with other strategies in-
cluding rooting depth, leaf structure, shifts in biomass
allocation, CAM metabolism, water storage and/or
drought and frost avoidance.
This concise review describes how embolisms originate
and spread into the conduit network, and highlights
which mechanical properties of the xylem are involved
in drought-induced embolism resistance. On the basis of
original embolism measures in Arabidopsis, the mechan-
ical-functional trade-offs may provide a novel additional
explanation why some herbaceous ﬂowering plant groups
‘reinvented’ wood development and turned again into the
woody ancestral state (i.e. secondary woodiness).
Why and how do embolisms originate and
spread into the xylem?
Vulnerable hydraulic pathway
When liquid water pressure drops below its saturated
vapour pressure (2.3 kPa absolute at 208C, or 99 kPa
below atmospheric at sea level), it becomes metastable
relative to the lower energy vapour phase [2]. As such,
liquid water under negative pressure is vulnerable to
cavitation: the abrupt phase change to vapour (cf. boiling).
Spontaneous initiation of vapour bubbles in pure meta-
stable water (homogenous nucleation) does not seem to
be responsible for cavitation in plant xylem, because it
occurs at pressures far more negative (between 30 and
140 MPa based on experimental measures [8]) than
physiological xylem pressures (often between 0.1 and
10 MPa with exceptions to >20 MPa [9–10]). Instead,
xylem cavitation is likely heterogeneous, triggered by
nucleating sites, which are most likely either small gas
bubbles in conduits or water-conduit wall boundaries
experiencing weaker adhesion forces [11].
Drought-induced embolism
Experimental evidence points to ‘air-seeding’ as
an important cause of embolism by drought stress
[2,11–12]. As more negative sap pressure develops during
drought, air is aspirated into the functional conduit
through porous sections of the conduit wall. Once inside
the conduit, these air bubbles may seed the phase change
to vapour, causing the negative sap pressure to rise
abruptly to near atmospheric. The gas bubble then is
Available online at www.sciencedirect.com
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free to expand to ﬁll the conduit and produce an embo-
lism as water is drained by the surrounding transpiration
stream. The evidence for air-seeding is that negative
embolism pressures are usually equal and opposite to
the pressure required to inject air into the intact conduits
[13].
Important sites for air-seeding are openings in the sec-
ondary walls of neighbouring conduits called interconduit
pits (Figure 1 [12]). These pits function to restrict the
spread of air throughout the conduit network in the event
of conduit damage, but at the same time allow lateral
water transport via pores in the pit membranes (PMs).
Conduits become damaged and air-ﬁlled not only during
the course of normal development in the case of ruptured
protoxylem strands, but also from abscission, breakage,
herbivory, or other damage, although it remains to be
explored whether there are other causes for air-ﬁlled
vessels. The nano-scale pores of the interconduit PMs
are narrow enough to trap the meniscus against a sub-
stantial pressure difference between an embolized and a
functional conduit, thus inhibiting air entry under normal
conditions. But when the pressure difference becomes
too large during drought, the capillary seal can give way,
causing air-seeding through interconduit PMs
(Figure 1b). In this way, embolism propagates from con-
duit to conduit. The amount of embolized cells can be
measured in terms of loss of hydraulic conductivity at
various negative pressures, resulting in so-called vulner-
ability curves (VCs, Figure 2). Since VCs measure embo-
lism rates, and because not all cavitation events must
necessarily lead to embolism formation, ‘embolism resist-
ance’ is a more correct term for the commonly used
‘cavitation resistance’ in plant physiology.
Frost-induced embolism
Embolism formation can also develop due to freeze–thaw
cycles, and mainly depends on the diameter of the con-
duits [14–15]. Air is insoluble in ice, forming gas bubbles
in the conduits during freezing. On thawing, these
bubbles may expand when the negative pressure allows
countering the bubble-collapsing force of the surface
tension (thaw-expansion hypothesis). Consequently,
frost-induced embolism can be ampliﬁed by drought
stress [16–17].
Fine-scale interconduit pit adaptations
regulate drought-induced embolism
resistance
Mechanical behaviour of pit quality characters
Ultrastructural modiﬁcations of interconduit pits are good
predictors to explain embolism resistance via air-seeding
[18–22]. Within angiosperms, the huge variation in PM
thickness (70–1900 nm) and maximum PM porosity (10–
225 nm) show that species with thicker PMs have smaller
PM pores and are better adapted to avoid air-seeding
(Figure 1c bottom [19]). Thicker PMs are also presumed
to be mechanically stronger, causing more resistance to
stretching and preventing PM pores to become larger
[18,24]. Likewise, narrower pit chambers [22,25] and
vestured pits (Figure 1c middle [23]) prevent excessive
PM deﬂection in some groups. The mechanical behaviour
of pits and their PMs remains to be investigated
thoroughly, and therefore also PM chemistry [26] needs
special attention with reference to the pit type and
developmental stage. Noncellulosic compounds, such
as pectins and hemicelluloses, occur in gymnosperm
PMs [27], but the chemical composition of angiosperm
PMs seems to be more diverse [18,28–29]. According to
recent studies, intervessel PMs contain little or no pectic
homogalacturonans and rhamnogalacturonan-I [29–30],
which raises serious doubts about the swelling/shrinking
hypothesis of interconduit PMs related to the ionic effect
[31–34].
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Fine-scale interconduit pit adaptations regulating drought-induced
embolism in gymnosperms and angiosperms. Interconduit pits showing
torus-margo pit membranes in gymnosperms (top row) and
homogeneous pit membranes in angiosperms (middle and bottom
rows). (a) Pit membranes in a relaxed state between two functional
conduits facing no hydraulic stress. (b) and (c) A prolonged period of
drought increases the pressure difference between the water-filled and
the embolized conduit, causing the porous pit membranes to deflect. At
a critical pressure difference, the capillary seal can give way, allowing
air-seeding among adjacent conduits that exacerbates the water flow
towards the leaves. Column c illustrates adaptations in pit quality
characters that can prevent air-seeding at the same pressure difference,
in comparison to the embolism sensitive pits shown in column b, such as
the increased size ratio of tori versus pit aperture diameters in
gymnosperms (top), and the presence of highly developed vestures
(middle) or thicker pit membranes with reduced pores in angiosperms
(bottom).
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Within conifers, embolism resistance of torus-margo pits
in unicellular tracheids seems most closely correlated to
the size ratio of torus versus pit aperture diameter [20–
21,25]. This suggests that the adhesion of the torus to the
pit border is a major determinant of drought-induced
embolism resistance (seal capillary-seeding, Figure 1c
top [20]), although some conifer species show plasmo-
desmatal pores in their tori assuming air-seeding through
these tori pores [35].
Pit quantity characters
The chance of initiating air-seeding through a single PM
with large pores appears to be larger when more intervessel
pits per vessel are present (rare pit hypothesis [36]). How-
ever, while the link between pit quantity per vessel and
vulnerability to embolism is demonstrated in some angios-
perm groups [37], it is lacking in others [22]. Opponents of
the rare pit hypothesis use the quantity of intervessel
pits per vessel to explain why long-vesseled species
usually show vulnerable embolism rates [37–38]. The
vulnerability of large vessels, however, is the subject of
contradictory opinions. For instance, recent studies in
grapevine based on a wide range of traditional and up-
to-date in vivo techniques suggest that the high embolism
ratios in long-vesseled species may be a typical problem of
the commonly used centrifuge technique [39–41], while
others ﬁnding no long-vessel artefact [42].
More evidence for the mechanical-functional
trade-off in xylem
Wood density and thickness-to-span ratio
Embolism resistant species are often characterized by a
high wood density and a high thickness-to-span ratio of
water conducting cells [43–45], and some studies have
also highlighted increased ﬁbre wall area, Modulus of
Elasticity, and Modulus of Rupture as additional trade-
offs [44]. The mechanical reinforcement in drought-
induced embolism resistant wood is often explained by
the stronger negative pressures in the conduits. Never-
theless, conduit implosion due to negative pressures has
never been observed in wood. Alternatively, conduit wall
reinforcement might prevent microfractures in walls [44]
that in turn might trigger heterogeneous nucleation from
air particles in walls or in intercellular spaces. But again,
there is no experimental evidence for these microfrac-
tures, leaving the underlying mechanisms for the mech-
anical-functional trade-off in the xylem tissue unresolved.
A new additional evolutionary hypothesis for secondary
woodiness
The existing mechanical-functional correlation in xylem
can be translated into a novel hypothesis explaining why
the habit shift from herbaceousness towards secondary
woodiness (SW) occurs in some angiosperms. This habit
shift was initially observed on islands by Charles Darwin
and described as insular woodiness [46]. Today, several
hypotheses are raised explaining why herbaceous
lineages undergo massive convergent evolutionary shifts
towards SW shrubs (summarized in [47]), but compelling
evidence for this increased woodiness remains absent.
Our Canary Island review shows that many of the SW
species are native to the markedly dry coastal regions,
suggesting for the ﬁrst time a link between increased
woodiness and embolism resistance [48]. However, we
want to emphasize that many SW lineages also occur in
very wet environments, suggesting the involvement of
multiple environmental factors. For instance, lack of frost
is an important criterion inﬂuencing the occurrence of SW
[49].
Embolism measures in herbaceous species are scarce
because of their fragile stems. Not surprisingly, the few
herbaceous species studied do have rigid stems, such as
corn [50] and bamboos [51]. Recently, Tixier et al. [52]
have managed to reconstruct VCs from the fragile herbac-
eous Arabidopsis thaliana stems. They demonstrate that
short-day plants with slightly more wood development at
the base of their stems are signiﬁcantly more embolism
resistant than long-day plants with less wood develop-
ment, supporting the above-mentioned trade-off. We go
one step further and compare the herbaceous wild-type
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Xylem vulnerability to embolism in Arabidopsis thaliana wild-type (WT)
and the woody soc1-6 ful7 mutant. Vulnerability curves of the WT
(closed circles) and the mutant (open circles) show a significant
difference (Student’s t-test, P < 0.05). The P50, or the pressure inducing
50% loss of hydraulic conductivity due to embolism formation,
corresponds to 3.54 MPa in the woody mutant stems versus
2.64 MPa in the WT stems (red lines). Plants were grown under long
days (16 hours light per day). Each data point represents the mean value
from two to four plants and bars represent standard errors. Dotted grey
lines are sigmoidal regressions.
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with the shrubby A. thaliana mutant [53,54]. The VCs of
the woody mutant stems show signiﬁcantly lower embo-
lism rates than VCs of the herbaceous accession grown
under the same growth conditions (Figure 2). This is the
ﬁrst experimental evidence supporting increased embo-
lism resistance in SW shrubs compared to their herbac-
eous relatives.
Different strategies in embolism resistance
between angiosperms and gymnosperms
High risk versus safety
Angiosperms and gymnosperms have a strikingly differ-
ent strategy to cope with drought-induced  embolism
resistance: the majority of angiosperms show a risky
behaviour and operate close to their lethal hydraulic
limit (i.e. pressure resulting in 70–80% loss of conduc-
tivity), while most of the gymnosperms develop a much
safer hydraulic margin that is further away from their
lethal 50% boundary [3,4,7]. The greater ability of
angiosperms versus gymnosperms to repair stem
embolisms may partly explain this different strategy
[55].
Reﬁlling embolized conduits
Positive xylem pressures have been linked to vessel
reﬁlling in a variety of angiosperms, such as temperate
woody trees [56], woody tropical plants [57], and many
herbaceous species [51]. Reﬁlling has also been reported
under negative pressures, for instance in bay laurel [58]
and rice [59], and requires pressures that need to rise close
to atmospheric levels while the bulk xylem remains under
negative pressure [60]. This seems contradictory, but
what we do know is that sugars and ions from living
xylem and phloem cells are involved [58,60–61]. This is
demonstrated by amongst others girdling experiments
[38,58] and the observed transport of water and solutes
between phloem and xylem [62].
Conclusion and future prospectives
Various structure–function relationships in the xylem are
known to play a role in embolism resistance. Pit mem-
brane thickness and porosity are crucial to prevent
drought-induced embolism via air-seeding, and more
insights into PM composition in different cell types in
the xylem of angiosperms are urgently desired to under-
stand the interaction between the dead conduits and the
living cells. Emphasis is also placed on trade-offs between
mechanical wood properties and embolism resistance,
and is further supported by original embolism measures
showing that stems of secondarily woody Arabidopsis
mutants are more embolism resistant than the ones of
the herbaceous wild-type.
The self-regulation of water ﬂow (ionic effect) and reﬁll-
ing of embolized conduits suggest that water transport
does not entirely rely on a passive cohesion-tension
process, but also requires input from living cells. Future
research should focus on these reﬁlling mechanisms, and
continue to elaborate on a broad-scale integrative
approach linking xylem and phloem physiology with
in-depth anatomy of the hydraulic pathway [63]. Exist-
ing database projects, such as TRY [64] and the Xylem
Functional Traits database [7], are the necessary ﬁrst
steps to accomplish this effort. Once we know the crucial
features characterizing embolism formation and reﬁlling
in plants, we can ﬁnd and manipulate the genes under-
lying these characters using woody model species [65] and
apply it to tree forest species. A global analysis on the
vulnerability of forests to drought shows that many trees
operate with narrow hydraulic safety margins, inferring
that embolism-related research will become increasingly
important under the current Climate Change predictions
[7].
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Chute brutale de la fluorescence 
Diminution progressive de la fluorescence 
lorsque la température augmente 
Maximum de la courbe pour des 
produits PCR obtenues avec un couple 
d’amorces comme ef1α, Tm=86,5°C) 
Dérivée première négative de la fluorescence en 
fonction de la température 
Maximum de la courbe pour des produits 
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(E cible + 1) ΔCt cible (témoin – échantillon) 
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Extraction d’ADN génomique 
 
Protocole 
- Broyer quelques mg de tissus dans de l’azote liquide (éviter toute décongélation du matériel  
végétal).  
- Déposer la poudre dans un tube de 2 ml.  
-Ajouter 900 μl de tampon d’extraction additionné de 2% de β-mercaptoéthanol, homogénéiser au 
vortex.  
- Incuber 30 min à 65°C en agitant de temps en temps.  
-Ajouter un volume de chloroforme/alcool isoamylique (24/1). Homogénéiser en dégazant.  
- Centrifuger 10 min à 13 500 rpm et à 4°C.  
-Prélever le surnageant et réaliser un deuxième lavage au chloroforme/alcool isoamylique  
(24/1).  
-Prélever le surnageant et précipiter les ADN avec 1.5 volume d’isopropanol en incubant à  
20°C sur la nuit.  
- Centrifuger 20 min à 13 500 rpm et à 4°C.  
- Eliminer le surnageant et laver 2 fois le culot avec 500 μl d’éthanol 70% glacé.  
- Reprendre le culot dans 50 μl d’H2O stérile additionnée de RNaseA (50 μg/ml final) et incuber 1h à 
37°C.  
 
Composition du tampon d’extraction CTAB 
CTAB 2% (p/v)  
PVP 2% (p/v)  
Tris-HCl pH8 100 mM  
EDTA pH8 25 mM  
NaCl 2 M  
Dissoudre le tout dans de l’H2O stérile en chauffant. Mélanger et autoclaver.  
Ajouter 2% de β-mercaptoéthanol juste avant utilisation. 
ANNEXE 7
Coloration à la safranine 
Protocole 
-Eliminer le contenu cellulaire des coupes avec l’hypochlorite de sodium pendant 15-30 minutes 
-Neutraliser l’hypochlorite de sodium  avec une solution d’acide acétique 1%  
-Rincage eau distillée( 2-3 )  
-Colorer avec une solution de safranine à 1% pendant3-5 minutes ; 
-Rincer une fois avec de l'eau ;  
-Rincer une fois avec de l'alcool 50% et 70% jusqu'à élimination de l'excès de colorant  
-Rincer une fois avec de l'alcool à 100% ;  
-Sécher 




 Produits (v/v) : 
- hypochlorite de sodium 0.5% (eau de javel ou dakin) 
-  acide acétique 1%,  
-  safranine à 1%,  
-  alcool 50%, 70% et 100%,  
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Micro-moulage de vaisseaux 
 
Préparation du silicone (10g = 3-4 échantillons) 
-Préparer une solution de colorant fluorescent UVITEX 1% diluée dans du chloroforme  
- Ajouter 1 goutte de solution d’Uvitex pour 1 g de silicone (Rhodorsil RTV-141 A) dans un 
sac plastique.  Mélanger 
-Ajouter 0. 1g de durcisseur (Rhodorsil RTV-141 B) pour 1 g   
-Dégazer le silicone pendant 2 h à l’aide d’une pompe à vide (2 bars) 
-Le silicone peut être stocké 24 h à 4 °C ou 1 mois à  - 20 °C.  
 
Injection (Chambre à pression) 
-Couper l’extrémité du rameau à injecter à l’aide d’une lame de rasoir. 
- Prélever 1 ml du silicone dans un petit récipient en verre, plonger l’extrémité du rameau à 
injecter dans le silicone et installer le récipient dans une chambre à pression. Seule 
l’extrémité est dans la chambre, le reste du rameau restera à pression atmosphérique 
durant l’injection. 
- Appliquer la pression  (minimum 2 bars) pendant 3 heures 
- Placer ensuite  l’échantillon dans une étuve à 50 °C pendant un minimum de 3 H 
 
Dissolution de l’échantillon (Travailler sous une sorbonne) 
La dissolution de l’échantillon se fait sur des petites portions de rameau ( 1-2 cm
3
). 
- Immerger l’échantillon dans une solution de Franklins (H202 3 %, acide acétique 50 % (v/v)  
pendant 16H à 60°C  
- Immerger l’échantillon dans 5 ml d’acide sulfurique* (72 % ), réaliser des bains successifs 
de 2H dans l’acide en renouvelant la solution jusqu’à ce que la solution ne devienne plus 
noire  
-Transférer les échantillons dans un grands volume d’eau * 
-Neutraliser le reste de solution avec 300 ml de  bicarbonate de sodium (NaHCO3, 1.3 M), 
puis transférer les échantillons dans 150 ml de solution d’hypochlorite de sodium (2 M). 
Laisser les échantillons sous la Sorbonne 30 minutes à 1H (gaz nocifs). Les micro moulages 
sont blanchis par l’hypochlorite de sodium, les prélever, les transférer dans un volume d’eau 
et les observer au microscope. 
*Précaution d’utilisation de l’acide sulfurique 
ANNEXE 10
RESUME 
vulnérabilité du xylème à la cavitation est un caractère déterminant pour la tolérance des arbres à 
une sécheresse extrême. La connaissance des bases moléculaires de caractère serait utile pour 
prévoir le comportement des populations naturelles et pour orienter les choix de culture dans un 
contexte de changement climatique. Ce travail de thèse porte sur les bases physiques et génétiques 
de la vulnérabilité à la cavitation en ciblant les ponctuations car il est désormais bien admis que les 
ponctuations des vaisseaux du xylème sont des structures clés de ce caractère. Nous proposons un 
modèle mécanique de comportement des ponctuations lors de la cavitation. Il démontre comment la 
géométrie des ponctuations détermine leurs propriétés mécanique et permet d’expliquer la 
variabilité interspécifique de la vulnérabilité à la cavitation. Pour appréhender les bases génétiques, 
deux approches ont été développées. D’une part, nous avons construit des lignées transgéniques de 
peupliers modifiées pour le métabolisme des pectines. D’autre part, Nous avons montré 
qu’Arabidopsis thaliana est une plante modèle qui permet prospecter les bases génétiques de la 
vulnérabilité à la cavitation. L’étude des lignées transgéniques de peuplier et d’un mutant 
d’Arabidopsis thaliana modifiés pour l’expression de polygalacturonases met en évidence 
l’implication de ces enzymes et plus généralement des pectines dans la vulnérabilité à la cavitation. 
L’ensemble de nos résultats nous amène à proposer un rôle des pectines au niveau de l’anneau de la 
membrane des ponctuations, dans la vulnérabilité à la cavitation. 
 
ABSTRACT 
Vulnerability to cavitation is an important feature for drought tolerance of trees. Understanding of 
the molecular basis of vulnerability to cavitation would be useful to predict the behavior of natural 
populations in the context of changing climate. This work focuses on the physical and genetic basis of 
vulnerability to cavitation and targets pits because they represent main candidates for the spread of 
embolism in wood. We propose a model of the mechanical behavior of pits while cavitation occurs. 
The model shows how the pits geometry influences their mechanical properties and allows 
explaining interspecific variability of vulnerability to cavitation. On one hand, we constructed 
transgenic poplars modified for pectin metabolism. On the other hand, we showed that Arabidopsis 
thaliana is a model plant that can be used for the study of the molecular basis of vulnerability to 
cavitation. Studies of poplars’ transgenic lines and Arabidopsis thaliana mutant modified for a 
polygalacturonase highlights the involvement of pectins in vulnerability to cavitation. Our results 
suggest that pectins that are located on the annulus of the pit membrane have a role in vulnerability 
to cavitation.  
 
Mots clés : cavitation, xylème, ponctuations, pectines, sécheresse, hydraulique, peuplier. 
